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Abbildung 1: Histologischer Schnitt durch porcinen hyalinen Knorpel (Hämatoxylin-Eosin 
Färbung). Anhand der Zellmorphologie und Ausrichtung ist die Gliederung in die 
verschiedenen Zonen deutlich zu erkennen: Tangentialzone (A), Übergangszone (B), 
Radiärzone (C) und Verkalkungszone (D). (Bild aus der virtuellen Mikroskopie mit freundlicher 
Genehmigung von Prof. Dr. Johannes Seeger, Universität Leipzig).   4 
 
Abbildung 2: Histologischer Schnitt durch porcinen hyalinen Knorpel (Hämatoxylin-Eosin 
Färbung). Mehrere Chondrozyten liegen als sogenannte Territorien oder Chondrone 
abgekapselt in der extrazellulären Matrix. (Bild aus der virtuellen Mikroskopie mit freundlicher 
Genehmigung von Prof. Dr. Johannes Seeger, Universität Leipzig)    5 
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Osteoarthrose (OA) ist eine schmerzhafte chronische Gelenkserkrankung, die durch den 
degenerativen Verlust von Knorpelgewebe auf den Gelenksflächen gekennzeichnet ist 
(XIA et al. 2014; HOUARD et al. 2013). Geschätzt haben bis zu 20 % der Hunde, die älter als 
ein Jahr sind, bereits Anzeichen für OA. Damit handelt es sich um die meist diagnostizierte 
Erkrankung im caninen muskuloskelettalen System (ANDERSON et al. 2018). Symptome der 
Krankheit wie Lahmheit, Steifheit und Bewegungsschmerz hindern die Tiere daran, Aktivitäten 
wie Spielen oder langen Spaziergänge nachzugehen und beeinträchtigen daher in einem 
hohen Maß die Lebensqualität betroffener Hunde (BLAND 2015). Knorpelgewebe ist nicht zur 
Selbstheilung befähigt, da Chondrozyten ihre Teilungsfähigkeit im Reifungsprozess des 
Gewebes verlieren und von der Umgebung durch eine dichte extrazelluläre Matrix (ECM) 
isoliert sind (TEMENOFF und MIKOS 2000; TALLHEDEN et al. 2006). Daher existiert derzeit 
kein Therapieansatz, welcher zu einem Ersatz des verloren gegangenen Knorpelgewebes 
führt. Die Behandlung zielt daher auf eine Minderung der klinischen Symptome und eine 
Verlangsamung der Krankheit. Mittel der ersten Wahl sind in der Tiermedizin nichtsteroidale 
Antiphlogistika (ANDERSON et al. 2018; BOUND et al. 2011), welche durch eine Hemmung 
der Cyclooxygenase-2 (COX-2) die Ausschüttung proinflammatorischer Eicosanoide 
reduzieren und somit den Schmerz und die Entzündung im Gelenk unterdrücken 
(SMITH et al. 2011). Ein wesentlicher Nachteil dieser Wirkstoffgruppe sind die schädlichen 
Nebenwirkungen wie gastrointestinale Blutungen und Leber- und Nierenversagen, welche 
gerade bei der Langzeitanwendung auftreten können (MONTEIRO-STEAGALL et al. 2013). 
Es besteht daher ein dringender Bedarf an alternativen Wirkstoffen zur Behandlung der 
caninen OA. 
Um neue Therapieoptionen ausfindig zu machen, ist eine Kenntnis der genauen Pathogenese 
der Krankheit unabdingbar. Die Integrität von Knorpelgewebe wird bestimmt durch das 
Gleichgewicht zwischen katabolen und anabolen Prozessen. Im Falle der OA kommt es zu 
einer Störung dieses Gleichgewichts mit einer Verschiebung zu katabolen Prozessen, welche 
initial durch eine erhöhte Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin-1β 
(IL-1β) oder Tumor Nekrose Faktor-α (TNF-α) angetrieben werden (HOUARD et al. 2013). 
Diese Zytokine bewirken über eine Regulation der Genexpression die Bildung von 
Matrixproteinasen und Entzündungsmediatoren sowie Substanzen, welche eine Apoptose der 
Chondrozyten auslösen (WOJDASIEWICZ et al. 2014). Der genaue Ablauf gilt als 
multifaktoriell und äußerst komplex, sodass trotz weitreichender Forschung auf diesem Gebiet 




Transforming Growth Faktor-β (TGF-β), nicht vollständig geklärt sind (BAUGÉ et al. 2014; XIA 
et al. 2014).  
Die n-3 mehrfach ungesättigten Fettsäuren (PUFAs) Docosahexaensäure (DHA) und 
Eicosapentaensäure (EPA) aus marinen Nahrungsquellen haben bei einer Vielzahl von 
chronischen Erkrankungen bei Menschen und Tieren eine entzündungshemmende Wirkung 
(CALDER 2015). Auch in der caninen OA konnten in mehreren Fütterungsstudien mit n-3 
PUFAs eine Besserung der klinischen Symptome beobachtet werden (MEHLER et al. 2016; 
ROUSH et al. 2010a; ROUSH et al. 2010b; FRITSCH et al. 2010a). Darüber hinaus 
ermöglichte eine Supplementierung mit Fischöl, die Dosis der NSAIDs zu reduzieren und 
senkte somit das Risiko von schädlichen Nebenwirkungen (FRITSCH et al. 2010b). Trotz 
dieser vielversprechenden Ergebnisse existieren bisher kaum Studien, welche den dahinter 
liegenden Wirkmechanismus aufdecken. In vitro Kulturen aus humanen und bovinen 
Knorpelzellen weisen eine geringere Produktion von Prostaglandin E (PGE) und 
proinflammatorischen Zytokinen, sowie eine geringere Matrixdegeneration unter einer 
Supplementierung von n-3 PUFAs auf (WANN et al. 2010; ZAINAL et al. 2009; HURST et al. 
2009; CURTIS et al. 2002b; CURTIS et al. 2002a). Es gilt darüber hinaus als gesichert, dass 
die EPA und DHA (n-3) mit Arachidonsäure (AA; n-6) um einen Einbau in die 
Membranphospholipide der Zellen konkurrieren und dort bei einer Umsetzung durch die COX 
und Lipoxygenase (LOX) zu einem Anstieg an weniger inflammatorischen oder sogar 
antiinflammatorischen Lipidmediatoren führen (CALDER 2015; WEYLANDT et al. 2012; 
SMITH et al. 2011).  
Die Ergebnisse dieser bisherigen Studien legen nahe, dass bei einem multimodalen 
Therapieansatz mit n-3 PUFAs zusätzlich zu traditionellen medikamentösen Therapieformen 
bessere Heilungschancen für die erkrankten Gelenke bestehen. Allerdings untersuchen viele 
dieser Studien hohe, eventuell sogar supraphysiologische Konzentrationen von n-3 PUFAs 
(ZAINAL et al. 2009; CURTIS et al. 2002b; CURTIS et al. 2002a). Da sich außerdem der 
Fettsäuremetabolismus zwischen den einzelnen Tierarten unterscheidet, ist auch ein 
abweichender Wirkmechanismus zwischen den verschiedenen Tierarten denkbar (BAUER 
2008). Die Untersuchungen an Menschen und Rindern können somit nicht ohne Weiteres auf 
den Hund übertragen werden.  
Daher haben wir es uns zum Ziel gesetzt, in dieser Studie die Langzeitwirkung von den n-3 
PUFAs EPA und DHA im Vergleich zu der n-6 PUFA AA auf Schlüsselfaktoren der 
Knorpeldegeneration in einem in vitro Modell der caninen OA zu untersuchen. Im Zuge der 
Studie wurden darüber hinaus neue Erkenntnisse zur Rolle von IL-1β und TGF-β in der 





2.1  Physiologie und Anatomie des hyalinen Knorpels 
Hyaliner Knorpel bedeckt die Gelenkflächen von Säugetieren und besteht aus extrazellulärer 
Matrix (ECM) und wenigen, hochspezialisierten Zellen, den Chondrozyten. Gesunder hyaliner 
Knorpel ist ein avaskuläres und alymphatisches Gewebe ohne eine sensible Innervation. 
Bedingt durch die geringe Versorgungsrate hat das Gewebe eine geringe metabolische 
Aktivität und kaum Möglichkeiten zur Selbstheilung (PFANDER 2005). Beim Menschen 
unterliegt der Knorpel Druckschwankungen zwischen 0 bis 20 MPa mit Frequenzen zwischen 
0,1 bis 10 H (WONG und CARTER 2003; HODGE et al. 1986). Um diesen starken 
Belastungen standzuhalten, ist das Gewebe sehr komplex konstruiert. Für das Verständnis 
von Osteoarthrose (OA) ist es daher nötig, den genauen Aufbau und die Biomechanik von 
gesundem Knorpel zu verstehen.  
2.1.1  Feinstruktur des Gewebes 
Hyaliner Knorpel kann in Matrixregionen bzw. Zonen eingeteilt werden. Man unterscheidet 
zwischen der perizellulären, der territorialen und der interterritorialen Matrixregion. Jede 
einzelne Zelle wird dicht von einer dünnen Schicht aus perizellulärer Matrix umgeben. Die 
perizelluläre Matrix mehrerer Zellen wird zudem schützend von einem dichten Netz aus 
Kollagen umschlossen, der sogenannten territorialen Matrix. Dazwischen liegen weite 
Bereiche aus zellfreier, interterritorialer Matrix (BUCKWALTER et al. 2005). 
Gelenkknorpel zeigt einen charakteristischen zonalen Aufbau: a) oberflächlich die 
Tangentialzone mit wenigen, abgeflachten, parallel zur Gelenksfläche angeordneten Zellen, 
welche zum Gelenkspalt hin durch eine dünne Kollagenfaserschicht (Lamina splendes) 
abgegrenzt wird, b) die Übergangszone mit zunehmenden runden Zellen, c) die Radiärzone, 
in der die runden Zellen senkrecht und säulenartig zur Gelenksfläche angeordnet sind und 
d) die Verkalkungszone mit verkalkter Matrix und wenigen, kleinen und stoffwechselarmen 
Chondrozyten, welche zur Radiärschicht durch eine basophile Linie abgegrenzt ist (Tidemark). 
Die Zonen fangen die verschiedenen Kräfte, die auf den Knorpel wirken, nicht gleichmäßig ab. 
So reguliert die oberflächliche Schicht vor allem Druckkräfte durch Aufnahme und Abgabe von 
Flüssigkeit, wogegen die widerstandsfähige Radiärschicht vor allem Reiß- und Scherkräften 
entgegenwirkt. Um diesen Ansprüchen gerecht zu werden, variiert auch die 
Zusammensetzung der ECM, die Zellzahl und die Eigenschaften der Zellen zwischen den 





2.1.2.  Bedeutung der Chondrozyten 
Im Gegensatz zu den meisten Geweben im Körper besteht Knorpel nur aus einer Zellart, den 
Chondrozyten. Adulte, vollständig ausdifferenzierte Chondrozyten sind rund und kaum 
teilungsfähig. Trotz ihrer geringen Anzahl (1-2 % des Gewebsvolumens) sind diese Zellen für 
die Bildung und den Erhalt der ECM zuständig. Um diesem Anspruch gerecht zu werden, 
stehen die Zellen mit der ECM in enger Interaktion und weisen eine Vielzahl an Rezeptoren 
zur Wahrnehmung von Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Matrixbestandteilen sowie von 
physikalischen Parametern, wie z.B. Druckschwankungen, auf. Sie passen daher ihre 
Syntheseraten direkt an die Gegebenheiten im Gelenk an und variieren in Größe, Form und 
metabolischer Aktivität je nach ihrer Beanspruchung und Lage (WONG und CARTER 2003). 
So sind die metabolisch aktiven Zellen der Radiärzone reich an Zellorganellen wie z.B. 
Endoplasmatischem Retikulum, Golgi-Apparat und Fettvakuolen (BUCKWALTER et al. 2005; 
WONG und CARTER 2003; STOCKWELL 1967). Da sie vollständig von ECM umschlossen 
sind, decken sie ihren Energiebedarf in erster Linie aus anaerober Glykolyse (MURPHY et al. 
2009). 
Abbildung 1: Histologischer Schnitt durch porcinen hyalinen Knorpel (Hämatoxylin-Eosin-
Färbung). Anhand der Zellmorphologie und Ausrichtung ist die Gliederung in die 
verschiedenen Zonen deutlich zu erkennen: Tangentialzone (A), Übergangszone (B), 
Radiärzone (C) und Verkalkungszone (D). (Bild aus der virtuellen Mikroskopie mit 













2.1.3  Aufbau der Extrazellulären Matrix (ECM) 
Die Widerstandsfähigkeit und Verformbarkeit des Knorpelgewebes werden durch den 
charakteristischen Aufbau der ECM bestimmt. Die ECM macht über 98 % der Knorpelmasse 
aus und besteht zum größten Teil aus Wasser und Makromolekülen, wie z.B. Kollagen und 
Proteoglykanen sowie wenigen anderen Proteinen. Das mit Abstand häufigste Kollagen ist 
Kollagen II, welches viele, kreuzförmig verlaufende Fasern aus zopfartig verwundenen 
Polypeptidsträngen bildet. Kollagen VI, IX, X und XI stabilisieren diese Fasern und dienen der 
Signalvermittlung zwischen der ECM und den Zellen. Das entstehende Netzwerk bildet das 
Grundgerüst der ECM, in deren Freiräume ihre zweite Hauptkomponente, die Proteoglykane, 
eingelagert werden (BUCKWALTER et al. 2005; PFANDER 2005). Man unterscheidet zwei 
Klassen von Proteoglykanen: Kleine einfache Proteoglykane wie Biglykan und Fibromodulin 
und große Moleküle aus vielen aggregierten Proteoglykanen wie Aggrecan oder Versican. Das 
häufigste Proteoglykan im Knorpel ist Aggrecan. Es besteht aus einer zentralen 
Hyaluronsäurekette mit vielen nichtkovalent gebundenen Aggrecanmolekülen, welche 
ihrerseits aus einem zentralen Kernprotein mit seitlich angelagerten sulfatierten 
Glykosaminoglykanen bestehen, meist Keratansulfat und Chondroitinsulfat. Aggrecan spielt 
eine außergewöhnliche Rolle für die Tragkraft des Gelenks. Das Molekül hat die Tendenz, 
Wasser zwischen den negativ geladenen Glykosaminoglykanketten einzulagern und dadurch 
aufzuquellen. Das Kollagennetz wirkt dieser Volumenzunahme entgegen und bewirkt damit 
die Festigkeit des Gewebes. Bei Kompression des Gewebes entlässt Aggrecan das 





Abbildung 2: Histologischer 
Schnitt durch porcinen hyalinen 
Knorpel (Hämatoxylin-Eosin-
Färbung). 
Mehrere Chondrozyten liegen 
als sogenannte Territorien oder 
Chondrone abgekapselt in der 
extrazellulären Matrix. (Bild aus 
der virtuellen Mikroskopie mit 
freundlicher Genehmigung von 





entsteht ein dynamischer Transport von Wasser in die ECM, der Nährstoffe und Gase mit sich 
führt und Abfallstoffe wieder aus der ECM transportiert. OA geht einher mit der Degeneration 
des Aggrecans und damit dem Verlust dieser essenziellen Eigenschaft (ROUGHLEY und 
MORT 2014).  
 
2.2  Osteoarthrose (OA) 
2.2.1  Pathogenese  
2.2.1.1 Kausale Pathogenese 
OA ist eine chronische, progressive Erkrankung, die mit einer irreversiblen Zerstörung des 
Gelenkknorpels einhergeht und letztendlich zu einem funktionellen Versagen des betroffenen 
Gelenks führt (JOHNSTON 1997). Nach einer Studie zur Gesundheit Erwachsener in 
Deutschland leiden 20 % der Menschen zwischen 18 und 79 Jahren in Deutschland unter OA 
(FUCHS et al. 2013). Aber auch unsere Haustiere sind betroffen. Bei Pferden ist OA einer der 
wichtigsten Gründe für Lahmheit (MCILLWRAITH et al. 2012). Durch den hohen emotionalen 
Stellenwert kleiner Haustiere erlangt die Diagnose und Therapie der OA auch bei Hunden und 
Katzen zunehmend an Bedeutung (PETTITT und GERMAN 2015; BEALE 2004). 
Der OA liegt oft eine multifaktorielle Genese zu Grunde. Man unterscheidet zwischen einer OA 
ohne erkennbaren Grund, der primären oder idiopathischen OA und der sekundären OA, 
welche aus einem anderen Grundleiden hervorgeht. Während die sekundäre Form beim 
Menschen eine eher untergeordnete Rolle spielt, ist sie beim Tier vorherrschend (HENROTIN 
et al. 2005; JOHNSTON 1997). Die Faktoren, welche zum Ausbruch einer sekundären OA 
führen, lassen sich vereinfacht auf zwei Ursachen zurückführen: Einer abnormen 
Zusammensetzung des Knorpels (Alter, genetische Krankheiten) oder einer starken 
mechanischen Belastung (Traumata, Inkongruenz, Überlastung) (HASEEB und HAQQI 2013; 
FELSON 2013).  
Eine Sonderform stellt die metabolische OA da. So führt Übergewicht neben einer chronischen 
Überlastung der Gelenke auch zur Produktion einer Vielzahl an systemischen Faktoren wie 
z.B. Adipokinen, welche die Entzündungsneigung des Körpers erhöhen und damit das Risiko 
steigern, an OA zu erkranken (WANG et al. 2015). Mit der Entdeckung der metabolischen OA 
konnte zum ersten Mal bewiesen werden, dass OA mit anderen Organen in Wechselwirkung 
steht und damit nicht als rein lokale Erkrankung zu sehen ist. Inzwischen wurde gezeigt, dass 
OA beim Menschen auch die Genexpression der peripheren Blutleukozyten verändert (ATTUR 
et al. 2011) und auch gelenkferne Krankheiten, wie z.B. Alzheimer auslösen kann 
(KYRKANIDES et al. 2011). Durch diese Erkenntnisse wird OA seit neuestem als systemische 




2.2.1.2  Formale Pathogenese  
Unter physiologischen Umständen herrscht im Knorpel ein dynamisches Gleichgewicht 
zwischen Synthese und Abbau. Wird dieses Gleichgewicht gestört, kommt es zu einem 
zyklischen Krankheitsverlauf mit chronisch progressiver Zerstörung des Gelenkknorpels 
(HOUARD et al. 2013).  
Histopathologisch unterscheidet man vier Krankheitsgrade (PFANDER 2005). Zu Beginn sind 
die Veränderungen marginal und betreffen nur die Matrixzusammensetzung der obersten 
Gewebsschichten. Der Proteoglykangehalt sinkt und die Glykosaminoglykanketten nehmen 
an Länge ab. Durch diese Veränderungen wird vermehrt Wasser in die ECM eingelagert 
(Grad I). Als Nächstes kommt es zu einer Umgestaltung der Querverbindung zwischen den 
Kollagenfasern und damit zu einer Linearisierung und Auflockerung des Kollagenfasernetzes 
(Grad II). Zusammen führen beide Veränderungen zu einer Erweichung der ECM mit 
oberflächlicher Faserzeichnung („Asbestzeichnung“). Die Widerstandsfähigkeit des Gewebes 
gegenüber Scherkräften nimmt ab und führt zu oberflächlichen Fissuren in beanspruchten 
Arealen. Mit der Zeit setzen sich die Matrixveränderungen von den oberflächlichen Schichten 
bis zur Übergangs- und Radiärschicht fort. Die Zellen registrieren die Veränderungen und 
versuchen, die entstehenden Defekte durch einen gesteigerten Umbau der ECM 
auszugleichen. Dieser Umbau geht einher mit der Produktion von anabolen Faktoren, wie 
Wachstumsfaktoren und Matrixproteinen, und katabolen Faktoren, wie Proteinasen und 
Entzündungsmediatoren. Die bisher amitotischen Zellen reaktivieren ihre Teilungsfähigkeit 
und bilden Chondrozytennester, die aus bis zu 20 hypertrophen Zellen bestehen. Bei kleinen 
Defekten kann der intrinsische Reparaturversuch durchaus zu einer Ausheilung führen, jedoch 
reicht die Syntheseleistung der Zellen bei größeren Defekten nicht aus. In der Umgebung des 
Defektes kommt es zu einer fortschreitenden Dysbalance zwischen Matrixabbau und 
Matrixaufbau. Syntheseaktive Zellen gehen durch Apoptose verloren. Um die Stabilität zu 
erhöhen, lagert das Gewebe zunehmend Kalziumpyrophosphatdihydrat ein und erschwert 
dadurch zunehmend die Versorgung der verbliebenen Zellen (Grad III). In der finalen Phase 
versagt schließlich die Funktionalität des Gewebes und der Knorpel ulzeriert bis auf den 
subchondralen Knochen (Grad IV) (TALLHEDEN et al. 2006; BUCKWALTER et al. 2005; 
PFANDER 2005).  
Die zugrundeliegende biochemische Pathogenese der OA gilt als äußerst komplex und konnte 
bis heute nicht vollständig geklärt werden (XIA et al. 2014). Es handelt sich insgesamt um ein 
komplexes Zusammenspiel von verschiedenen katabolen und anabolen Faktoren, die 
gemeinsam zu einer Schädigung der beteiligen Strukturen führen. Dementsprechend gestaltet 
es sich schwierig, einen initialen Auslöser der Krankheit zu definieren. Es ist aber allgemein 




Chemokine wie Interleukin-1β (IL-1β), Interleukin-6, Tumor Nekrose Faktor-α (TNF-α) und 
Transforming Growth Faktor-β (TGF-β) den ersten histopathologischen Veränderungen 
vorangeht. Diese Mediatoren sowie abnorme mechanische Reize sprechen eine Vielzahl von 
Rezeptoren auf den Chondrozyten an und aktivieren damit verschiedene Signalwege, welche 
ihrerseits die Transkription nachgeschalteter Zielgene auslösen. Dazu gehören unter anderem 
matrixabbauende Proteasen, Gene, die an der Produktion von Entzündungsmediatoren 
beteiligt sind und Gene, die eine Apoptose der Chondrozyten bewirken (WOJDASIEWICZ et 
al. 2014). Neue Untersuchungen zeigen außerdem eine Beteiligung von reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS), Adipokinen, einem gestörten Immunsystem, Vitamin D und 
dysregulierten mikro-Ribonukleinsäuren (miRNAs) (MALEMUD 2015).  
 
Neben dem Knorpelgewebe sind andere Gewebe des Gelenks maßgeblich an der 
Pathogenese beteiligt.  
Obgleich OA zu den degenerativen Erkrankungen gezählt wird, ist eine nicht-klassische 
Entzündung des Gelenks ein wesentlicher Aspekt der Krankheit (MALEMUD 2015). Eine 
zentrale Rolle spielt dabei die den Gelenkspalt umgebende Synovialis und ihre Interaktion mit 
dem angeborenen und adaptiven Immunsystem. Freigesetzte Fragmente der ECM reagieren 
als Autoantigene (DAMPs=damage-associated molecular patterns oder Alarmine) und 
aktivieren über Pattern Recognition Rezeptoren (z.B. Toll-like Rezeptoren) Synovialozyten und 
verschiedene Zellen des Immunsystem wie Makrophagen, T- und B-Zellen. Diese Zellen 
schädigen das Gewebe nicht nur durch eine zusätzliche Bildung von Entzündungsmediatoren 
und Proteasen, sondern darüber hinaus durch eine Aktivierung des Komplementsystems und 
die Bildung von Autoantikörpern. Die Beteiligung des Immunsystems manifestiert sich in Form 
einer milden bis moderaten Synovitis. Neben einer Beteiligung am progressiven Verlauf wird 
der Synovialis inzwischen auch eine Rolle als ein möglicher Initiator der Krankheit 
zugeschrieben (BERENBAUM 2013; HASEEB und HAQQI 2013). 
Der subchondrale Knochen ist der zweite Teil des Gelenks, der wesentlich zum Fortschreiten 
der Krankheit beiträgt (MALEMUD 2015). Auch hier werden massiv Entzündungsmediatoren 
durch eingewanderte Osteoklasten und Osteoblasten gebildet, welche von dort in den Knorpel 
diffundieren (BERENBAUM 2013; HOUARD et al. 2013). Zusätzlich bestimmt der 
subchondrale Knochen die mechanische Pathogenese der OA (FELSON 2013). Durch den 
abnehmenden Schutz der Knorpelschicht ist der Knochen erhöhten Belastungen ausgesetzt. 
Er entwickelt eine reaktive Sklerose mit vereinzelten Zysten, Mikrofrakturen und Fissuren 
(BUCKWALTER et al. 2005). Im Randbezirk des Gelenks erfolgt die Bildung von Osteophyten 
(PFANDER 2005). Diese Umbauvorgänge verstärken die Inkongruenz und damit die 




(FELSON 2013). Ausgehend vom Knochen kommt es außerdem bei tiefen Defekten zu einer 
vorübergehenden Reparatur des Knorpelgewebes. Wird eine Blutung des subchondralen 
Knochens ausgelöst, organisieren Knochenmarksstammzellen das Blutgerinnsel zu einem 
faserknorpelähnlichen Ersatzgewebe. Dieses Narbengewebe ist dem eigentlichen 
Gelenkknorpel biomechanisch unterlegen und geht auf Grund entzündlicher Vorgänge und 
Belastungen mit der Zeit ebenfalls verloren (HUNZIKER 2002; TEMENOFF und MIKOS 2000). 
 
2.2.2  Die Rolle der Zytokine 
2.2.2.1  Interleukin-1β (IL-1β) 
Pro-inflammatorische Zytokine spielen als Hauptursache der Entzündungsprozesse eine 
zentrale Rolle in der Pathogenese der OA. Besonders prominent ist dabei das Zytokin IL-1β, 
welches neben TNF-α lange Zeit als wichtigster Verursacher des gestörten 
Knorpelmetabolismus angesehen wurde (MALEMUD 2015; HASEEB und HAQQI 2013; 
FERNANDES et al. 2002). Inzwischen gibt es jedoch auch Untersuchungen, welche die 
Schlüsselrolle von IL-1β als Initiator der OA in Frage stellen (SANDY et al. 2015; RICHETTE 
et al. 2008) und ihm eine größere Bedeutung in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis 
zusprechen (KOKEBIE et al. 2011). 
Das Zytokin IL-1β ist eines von 11 Mitgliedern der Interleukin-Familie und wird mittels limitierter 
Proteolyse durch Caspase-1 (ICE; interleukin-1 converting enzyme) aus einem zytosolischen 
Vorläuferprotein aktiviert. Im gesunden Gelenk liegt es im Gleichgewicht mit seinem 
kompetitiven Gegenspieler Interleukin-1 Rezeptor Antagonist (IL-1Ra) vor (WOJDASIEWICZ 
et al. 2014; DAHESHIA und YAO 2008a). Im Zuge der OA wird IL-1β von verschiedenen Zellen 
des Gelenks unter anderem Synovialozyten (SMITH et al. 1997) und Osteoblasten 
(MASSICOTTE et al. 2002) überexprimiert und kann daher in erhöhten Mengen im Knorpel 
und in der Synovia nachgewiesen werden (TSUCHIDA et al. 2014; SOHN et al. 2012). 
Zeitgleich kommt es zum Anstieg der IL-Rezeptoren I und II (IL-1R I und IL-1R II) (SHLOPOV 
et al. 2000) sowie zum Abfall des Antagonisten IL-1Ra (SMITH et al. 1997). Die Prozesse 
erleichtern die Bindung von IL-1β an den Rezeptor und lösen so eine komplexe Signalkaskade 
aus, welche die Transkriptionsfaktoren NF-κB (nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer“ of 
activated B-cells), p38 MAPK (p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen) und JNK (c-Jun N-
terminale Kinasen) aktivieren. Die Transkriptionsfaktoren bewirken eine Veränderung der 
Genexpression, welche eine Verstärkung der katabolen Stoffwechselwege bei gleichzeitiger 
Schwächung der anabolen Stoffwechselwege zur Folge hat. So führt IL-1β zu einem Anstieg 
von Matrixmetalloproteinasen (MMPs, u.a. MMP-1, MMP-3, MMP-13) und Aggrecanasen 
(ADAMTS, u.a. ADAMTS-4 und ADAMTS-5), vermittelt die Apoptose über freie Radikale (u.a. 




DAHESHIA und YAO 2008b; FERNANDES et al. 2002) und verhindert durch eine Hemmung 
der Transkription von Kollagen II und Aggrecan eine Reparatur der entstandenen Defekte 
(PUJOL et al. 2008; PFANDER et al. 2004). Die destruktive Wirkung wird noch potenziert 
durch die Interleukin-vermittelte Einwanderung von Entzündungszellen in das Gelenk. 
(DAHESHIA und YAO 2008b). Auf autokrinem Wege steigert IL-1β außerdem die Bildung 
anderer Zytokine und die eigene Produktion (AIGNER et al. 2006).  
 
2.2.2.2  Transforming Growth Factor-β (TGF-β) 
Die Transforming Growth Factor Superfamilie besteht aus über 30 Liganden, welche mit Hilfe 
von Smad-Proteinen in den Zellstoffwechsel von verschiedenen Geweben eingreifen. Im 
Knorpel werden ihnen im Gegensatz zu IL-1β eine rege Beteiligung an den anabolen und 
antikatabolen Prozessen zugeschrieben (ZHAI et al. 2015).  
TGF-β1, -β2 und -β3 und ihre Rezeptoren sind im gesunden Knorpel in größeren Mengen in 
den oberflächlichen und unreifen Knorpelschichten vorzufinden (BAUGÉ et al. 2014). Nach 
der Synthese und der Prozessierung im Golgi-Apparat werden die Vertreter der TGF-β Familie 
an Proteine gebunden und entweder als kleiner dimerer Komplex von den Zellen sekretiert 
(„small latent complex“) oder als großer Komplex in die ECM eingebaut („large latent 
complex“). Eine Abspaltung der Proteine durch Enzyme oder pH-Veränderungen legt die 
aktiven Liganden frei, welche an den TGF-β Typ II Rezeptor binden und schließlich an der 
Zelloberfläche mit dem TGF-β Typ I Rezeptor zu einem großen Rezeptorkomplex fusionieren. 
Der Rezeptorkomplex setzt eine Kaskade aus Smad-Proteinen in Gang, beginnend mit der 
Phosphorylierung von R-Smads (Rezeptor-regulierte Smads z.B. Smad-2/-3), die sich 
anschließend mit dem Co-Smad (Common-Partner Smad, Smad-4) vereinigen und 
gemeinsam als Transkriptionsfaktoren die Genexpression ausgewählter Zielgene 
beeinflussen. Dieser kanonische Smad-Weg kann von den Gegenspielern der R-Smads, den 
I-Smads (inhibitorische Smads, Smad-6 und-7) unterbrochen werden. Der alternative 
nicht-kanonische Weg führt über TGF-β aktivierende Kinasen zu anderen 
Signaltransduktionswegen und beeinflusst so ebenfalls den Knorpelstoffwechsel. (BAUGÉ et 
al. 2014; ZHAI et al. 2015). Im Alter kommt es beim Menschen zu einer Verschiebung der 
Wege von R-Smad-2/-3 zu R-Smad-1/-5/-8 und zu einer geringeren Expression von TGF-β 
Rezeptoren. Diese Veränderung der Transduktionswege führt zu einer geringeren protektiven 
Wirkung von TGF-β und bietet wahrscheinlich die Erklärung für die altersbedingte OA beim 
Menschen (BAUGÉ et al. 2014; VAN DER KRAAN 2014; BLANEY DAVIDSON et al. 2005). 
Es ist bekannt, dass TGF-β eine Schlüsselrolle in der Chondrogenese spielt (TANG et al. 2009) 
und es findet daher verbreitete Anwendung in der Stammzellforschung in chondrogenen 




Knorpelgewebes bei, indem es die Bildung von Proteoglykanen und Kollagen II fördert 
(BURTON-WURSTER et al. 2003; HUNZIKER 2002; DEMOOR-FOSSARD et al. 1999), deren 
Abbau vermindert (TCHETINA et al. 2006) und die Apoptose der Chondrozyten hemmt 
(LIRES-DEAN et al. 2008). TGF-β ist zusätzlich ein wichtiger Regulator des 
Knochenstoffwechsels und beeinflusst die Aktivität von Osteoblasten und Osteoklasten 
(MOULHARAT et al. 2004). Aufgrund dieser Eigenschaften rückt TGF-β in den Fokus der 
Forschung als neuer Therapieansatz zur Behandlung der OA.  
Neben einigen vielversprechenden Ergebnissen wurden jedoch vor allem bei hohen Dosen 
und langer Anwendungsdauer schädliche Wirkungen nachgewiesen, welche die vorteilhafte 
Rolle der TGF-β Familie bei degenerativen Gelenkserkrankungen in Frage stellen. Die 
intraartikuläre Applikation von TGF-β in Tiermodellen führte zu einer hohen Komplikationsrate 
mit Bildung von Pannus, Osteophyten, Schwellung und Gelenksergüssen (HUNZIKER 2002; 
ELFORD et al. 1992). Darüber hinaus steuert TGF-β über miRNAs die selektive Degeneration 
der ECM durch proteolytische Enzyme wie ADAMTS-5 und MMP-13 (AREF-ESHGHI et al. 
2015; ZHAI et al. 2015; MOULHARAT et al. 2004) und ist beteiligt an dem nicht-entzündlichen 
Gelenksschmerz (BLANEY DAVIDSON et al. 2015). In Mausmodellen konnte bewiesen 
werden, dass eine Hemmung von TGF-β Rezeptor II vor der Ausbildung einer OA schützt 
(CHEN et al. 2015; SCHARSTUHL et al. 2002). Die Erklärung für die ambivalenten Wirkungen 
liegt wahrscheinlich ebenfalls in einer Verschiebung der Smad-Wege zu Smad-1/-5/-8 (ZHAO 
et al. 2016).  
Wie in vitro gezeigt werden konnte, stehen TGF-β und IL-1β in enger Interaktion. Bei 
gleichzeitiger Gabe von TGF-β und IL-1β kommt es bei Kaninchen-Chondrozyten zu einer 
verminderten Expression des IL-Rezeptors und damit zu einer geringeren Bindung von IL-1β 
(PRONOST et al. 1995; RÉDINI et al. 1993; HARVEY et al. 1991). Im Gegenzug unterdrückt 
IL-1β die Signaltransduktion von TGF-β durch eine Reduktion des TGF-β Typ II Rezeptors 
zusammen mit einer Steigerung von I-Smad-7 (BAUGÉ et al. 2007). In einem Teil der Studien 
konnte gezeigt werden, dass TGF-β einige schädliche Effekte von IL-1β antagonisieren kann, 
unter anderem die Matrixdegeneration durch Matrixproteinasen (HARVEY et al. 1991) sowie 
die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) (VUOLTEENAHO et al. 2005; BLANCO et al. 1995). 
Andere Untersuchungen führen jedoch zu keinem eindeutigen Ergebnis in Bezug auf die 
Wirkung von TGF-β bei einer simultanen Inkubation mit IL-1β (FAWTHROP et al. 1997; 








2.2.3  Rolle der Matrixproteinasen MMP und ADAMTS 
Die irreversible Zerstörung der Knorpelmatrix gilt als Schlüsselereignis der OA und involviert 
eine Vielzahl von proteolytischen Enzymen. Zwei Enzymfamilien stechen dabei besonders 
hervor: Die Familie der „A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs“ 
(ADAMTS) und die Familie der Matrixmetalloproteinasen (MMP). Es handelt sich bei beiden 
Familien um Zink-abhängige Proteinasen, welche zuerst als inaktive Zymogene ausgeschüttet 
werden und anschließend durch andere Proteasen oder äußere Faktoren wie pH-Abfall oder 
Hitze aktiviert werden (CUI et al. 2017; NAGASE und KASHIWAGI 2003; CAWSTON 1998). 
Sie unterliegen im Gelenk einer komplexen Regulation mit Angriffspunkten auf multiplen 
Ebenen, unter anderem durch verschiedene Transkriptionsfaktoren, miRNAs (LI et al. 2017) 
und Interaktion mit ihren natürlichen Hemmstoffen, den Tissue Inhibitors of Metalloproteinases 
(TIMP) (MURPHY und LEE 2005).  
Die Familie der ADAMTS (19 Mitglieder) wurde erst vor kurzem entdeckt. Sie binden mit ihrem 
Typ-1 Thrombospondin an die sulfatierten Glykosaminoglykane und hydrolysieren die Bindung 
zwischen Glutaminsäure 373-Alanin 374 in der interglobulären Domäne vom 
Aggrecan-Kernprotein (SANDY et al. 1992). Zurück bleiben verkürzte Aggrecanketten mit 
einer geringen Wasserbindungskapazität, welche die Belastbarkeit der ECM gegen 
Druckkräfte herabsetzen und damit die Funktionalität des Aggrecans zerstören (ROUGHLEY 
und MORT 2014). Durch den Abbau des Aggrecans wird das darunterliegende Kollagennetz 
freigelegt und damit angreifbar für die MMPs (NAGASE und KASHIWAGI 2003).  
Die Familie der MMPs enthält 28 Mitglieder mit einem typischen Aufbau, bestehend aus einem 
Propeptid aus 80 Aminosäuren, einer katalytischen Domäne mit zwei gebundenen Zink-Ionen, 
einem Verknüpfungspeptid und einer Hämopexin-Domäne (CUI et al. 2017). Die MMPs 
können je nach Domänenorganisation in vier Subtypen eingeteilt werden: (1) Gelatinasen, 
(2) Matrilysine, (3) Archetypale MMPs inklusive Stromelysine und Kollagenasen, und (4) Furin-
aktivierbare MMPs (LI et al. 2017). Neben ihrer Beteiligung an pathologischen Vorgängen 
haben sie einen Einfluss auf physiologische Abläufe wie Proliferation, Differenzierung und 
Angiogenese. So spalten sie Chemokine, Zytokine und deren Rezeptoren und regulieren so 
Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktionen (CUI et al. 2017; MOHAMMED et al. 2003). In der OA 
spielen vor allem die kollagenolytischen MMPs eine große Rolle, welche die Tripelhelix des 
Kollagens spalten (Glycin 775-Leucin 776) und damit dem Knorpelgewebe die Stabilität und 
Widerstandsfähigkeit gegen Scherkräfte nehmen (CUI et al. 2017; POOLE et al. 2003). Zudem 
sind MMP-1, -3, und-13 in der Lage, das Aggrecan zu spalten (LITTLE et al. 2002). Durch 
beide Enzymfamilien gemeinsam kommt es zum endgültigen Versagen der Funktionalität der 




Fibronektin und Kollagen II an nicht-katalytischen Domänen und steigern so die Aktivität der 
MMPs auf autodegenerativem Weg (POOLE et al. 2003). 
Die Protease mit der größten Bedeutung für den Untergang der ECM ist Kollagenase-3 oder 
MMP-13 (LI et al. 2017; VAN DEN BERG 2011). Dabei handelt es sich um das Enzym mit der 
höchsten Umsatzrate für Kollagen II (XIA et al. 2014). Schon in den frühen Krankheitsstadien 
wird es stark überexprimiert (SATO et al. 2006). Wie an MMP-13 Knockout-Mäusen bewiesen 
werden konnte, spielt es im Krankheitsverlauf der OA eine Schlüsselrolle (LITTLE et al. 2009).  
MMP-3 oder Stromelysin-1 zersetzt eine Vielzahl von Matrixbestandteilen, im Gegensatz zu 
MMP-13 wird ihm beim Hund jedoch eine eher untergeordnete Rolle im Kollagenabbau 
zugeschrieben. Stattdessen hat es eine große Bedeutung für das Ausmaß der Entzündung 
(HEGEMANN et al. 2002) und aktiviert die proinflammatorischen Zytokine IL-1β und TNF-α 
(CUI et al. 2017). Durch seine Fähigkeit, die Proenzyme anderer MMPs (u.a. MMP-1 und 
MMP-8) zu aktivieren, nimmt es außerdem eine Sonderrolle in der kaskadenartigen 
Freisetzung von matrixdegenerierenden Enzymen ein (CHEN et al. 2014).  
Die wichtigste Aggrecanase ist ADAMTS-5 (GLASSON et al. 2005). Niedrige Mengen von 
ADAMTS-5 sind jedoch für einen gesunden Knorpelmetabolismus nötig. Erst in hohen Mengen 
entfaltet das Enzym seine pathologische Wirkung (XIA et al. 2014).  
Die Wirkung der MMPs wird unter physiologischen Bedingungen von ihren natürlichen 
Gegenspielern, den TIMPs, kontrolliert. Über eine riffartige Struktur am N-Terminus dieser 
Hemmstoffe kommt es zu einer nicht-kovalenten Bindung mit dem aktiven Zentrum der MMPs 
und damit zu einer Unterbrechung der katalytischen Aktivität. Die insgesamt vier Vertreter der 
TIMPs hemmen über diesen Mechanismus alle aktiven MMPs sowie vereinzelt deren inaktive 
Proenzyme und darüber hinaus auch ausgewählte Vertreter der ADAMTS (MURPHY und LEE 
2005). Sie werden von verschiedenen Zellen des Gelenks, unter anderem Chondrozyten und 
Synovialozyten, an die Umgebung abgegeben (CLEMENTS et al. 2009; CLEMENTS et al. 
2006; SU et al. 1999). Eine Ausnahme stellt TIMP-3 da, welches als einziger Vertreter der 
TIMP gebunden an Chondroitinsulfat und Heparansulfat in der ECM vorliegt (YU et al. 2000). 
Es gibt bisher wenig Untersuchungen zu ihrer Regulation. Jedoch gibt es Anhaltspunkte, dass 
nicht alle TIMPs induzierbar sind, sondern speziesabhängig konstitutiven Expressionsmustern 
folgen (BEE et al. 2000). Bei degenerativen Gelenkserkrankungen verschiebt sich das 
Gleichgewicht zwischen TIMPs und MMPs zugunsten der MMPs und erhöht somit die 
Wirksamkeit der freigesetzten Proteinasen als matrixschädigende Enzyme. Daher gilt das 
TIMP/MMP Verhältnis als Maß für eine fortschreitende Knorpeldegeneration (CUI et al. 2017; 




2.2.4  Rolle der Entzündungsmediatoren 
2.2.4.1  Stickstoffmonoxid (NO) 
Stickstoffmonoxid (NO) ist ein labiles, gasförmiges Radikal, welches in Gegenwart von 
Sauerstoff schnell zu Nitrat oder Nitrit umgewandelt wird. Es entsteht bei der Oxidation von 
L-Arginin zu L-Citrullin durch die Isoformen der Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) (PALMER 
et al. 1988). Man unterscheidet zwischen den beiden konstitutiv exprimierten NOS, der 
neuronalen (nNOS) und der endothelialen Form (eNOS), sowie der induzierbaren NOS 
(iNOS). Chondrozyten exprimieren nur die eNOS und die iNOS (HENROTIN et al. 2003).  
NO zählt beim Menschen als Biomarker zur Früherkennung degenerativer 
Gelenkserkrankungen (PANINA et al. 2017). Bei OA spielt vor allem die vermehrte Bildung 
von NO durch die iNOS eine wichtige Rolle, wogegen die eNOS keine wesentliche Rolle im 
Krankheitsverlauf einnimmt. Die iNOS kann sowohl von mechanischen (GUPTA et al. 2008; 
LEE et al. 2003) als auch biochemischen Faktoren, wie zum Beispiel IL-1β und TNF-α, 
induziert werden (VUOLTEENAHO et al. 2005; BLANCO und Lotz 1995) und führt zu einer 
überschießenden Produktion von NO durch Chondrozyten (MELCHIORRI et al. 1998) und 
Synovialozyten (OSTOJIC et al. 2017). 
 
Das gebildete NO erfüllt im Körper eine ambivalente Funktion. In physiologischen, 
konstitutiven Mengen und in einem ausgewogenen Redoxmilieu hat NO eine wichtige Rolle 
als Botenstoff. Unter pathologischen Bedingungen hingegen kommt es zur Reaktion von NO 
mit Superoxidanionen und damit zur Bildung des weitaus schädlicheren Peroxinitrit 
(HENROTIN et al. 2003). Bei OA können eine Vielzahl der katabolen Wirkungen von NO auf 
ein erhöhtes Level von Sauerstoffradikalen und dem daraus resultierenden Peroxinitrit 
zurückgeführt werden. Zu diesen Wirkungen zählen eine verlangsamte Reparatur bestehender 
Knorpeldefekte durch eine Hemmung der Proteoglykan- (OH et al. 1998; TASKIRAN et al. 
1994) und Kollagen II-Synthese (CAO et al. 1997) sowie eine verminderte Ansprechbarkeit auf 
Wachstumsfaktoren wie Insulin-like Growth Faktor 1 (STUDER et al. 2000). Darüber hinaus 
führt NO zu einer erhöhten Aktivität von MMPs (MURRELL et al. 1995) und zur Apoptose der 
Knorpelzellen (YASUHARA et al. 2005; WHITEMAN et al. 2004; PELLETIER et al. 2000) und 
damit zu Knorpelgewebsverlusten. Der Metabolismus von NO und Prostaglandin E2 (PGE2) 
ist eng verknüpft (ABRAMSON 2008; BLANCO und LOTZ 1995). So führt eine Bildung von 
Peroxinitrit zu einer Reduktion der Cyclooxygenase-2 (COX-2) und damit einhergehend zu 




2.2.4.2  Prostaglandin E2 (PGE2) 
Bei OA kann im Knorpel ein breites Spektrum an Eicosanoiden und Lipoxiden nachgewiesen 
werden, unter anderem PGE2, PGF2α, PGF1α, Thromboxan B2, PGD2 und Leukotrien B4 
(ATTUR et al. 2012).  
Eine Schlüsselrolle spielt dabei das Eicosanoid PGE2. Es gehört zu der 2er-Serie der PG und 
damit zu den PG, die im Körper am häufigsten vorkommen (SMITH et al. 2011). 
Ausgangssubstanz für PGE2 ist die mehrfach ungesättigte Fettsäure Arachidonsäure (AA), 
welche aus den Phospholipiden der Zellmembran mittels der zytosolischen oder 
sekretorischen Phospholipase A2 (cPLA2 und sPLA2) freigesetzt wird (ATTUR et al. 2012). 
Unter Einfluss der Cyclooxygenasen (COX; Synonym: Prostaglandin Endoperoxide 
Synthasen) wird AA zu PGH2, dem Vorläufermolekül aller PG umgesetzt. Es existieren zwei 
Formen der COX: eine konstitutive COX-1, die an regulativen physiologischen Vorgängen 
beteiligt ist, und eine induzierbare COX-2, die präferentiell bei pathologischen Zuständen 
gebildet wird (SMITH et al. 2011). Das entstehende PGH2 wird anschließend mittels der PGE 
Synthase zu PGE2 umgewandelt (KOROTKOVA und JAKOBSSON 2014). Bei 
Entzündungsprozessen kommt es, ausgelöst durch verschiedene Faktoren, unter anderem 
IL-1β (SHIMPO et al. 2009), mechanische Reize (WANG et al. 2013a) und Adipokine 
(GOSSET et al. 2008), zu einer verstärkten Nutzung der COX-2 und PGE Synthase und damit 
zu einer überschießenden Ausschüttung von PGE2.  
PGE2 vermittelt seine Wirkung über vier G-Protein gekoppelte Rezeptoren (EP1-EP4), die 
verschiedene Affinitäten zu PGE2 aufweisen und mit verschiedenen Transduktionswegen 
verknüpft sind. Je nachdem welcher Rezeptor im Gewebe dominiert, kommt es zu 
verschiedenen und teilweise ambivalenten Wirkungen (ATTUR et al. 2008; TCHETINA et al. 
2007). So hat PGE2 in niedrigen Dosen (bis 70 pg/ml) eine eher matrixfördernde Wirkung 
(TCHETINA et al. 2007). Es hemmt die IL-induzierte Bildung von MMPs (NISHITANI et al. 
2010), stimuliert die Kollagen- und Proteoglykansynthese (O'KEEFE et al. 1992) und reguliert 
die Zellreifung der Chondrozyten (CLARK et al. 2009). In hohen Dosen hingegen bedingt 
PGE2 typische Entzündungssymptome, forciert die IL-induzierte Ausschüttung von MMP-13 
und ADAMTS-5 und hemmt die Proteoglykansynthese (ATTUR et al. 2008). Darüber hinaus 
vermittelt PGE2 in hohen Konzentrationen die Knorpelzellapoptose und führt zur Ausschüttung 
anderer Entzündungsmediatoren wie NO (LI et al. 2009). Zusätzlich spielt PGE2 eine 
Schlüsselrolle bei der Ausbildung von Arthroseschmerz und der Schmerzweiterleitung im 




2.3  Zellkulturmodelle für OA  
Die Pathogenese der OA gilt als äußerst komplex und konnte bis heute nicht vollständig geklärt 
werden (XIA et al. 2014). Dementsprechend schwierig gestaltet es sich, ein adäquates 
Modellsystem zu finden. Neben zahlreichen in vivo Modellen (AMEYE und YOUNG 2006), 
finden vor allem in vitro Modelle auf Basis einer Chondrozytenkultur Verwendung. Die 
Chondrozyten werden in Form von Explantkulturen, 2D-Monolayerkultur oder eingebettet in 
Matrixersatz als 3D-Kultur genutzt (JOHNSON et al. 2016). In 2D-Kulturen werden die 
isolierten Zellen über lange Zeiträume als Monolayer kultiviert und passagiert, um genügend 
Zellen zu bekommen. Ein unerwünschter Nebeneffekt ist dabei die fortschreitende 
Entdifferentzierung der Kultur. Entdifferentzierung ist definiert als der Verlust des 
Chondrozytenphänotyps und wird charakterisiert durch eine erhöhte Expression von 
Kollagen-I bei gleichzeitigem Rückgang der Expression typischer Chondrozytenmarker wie 
Kollagen-II. Die Morphologie der Zellen verändert sich von einer polymorphen, runden Form 
zu einer abgeflachten, fibroblastoiden Gestalt (MINEGISHI et al. 2013; CARON et al. 2012). 
Der Prozess der Entdifferentzierung beginnt, sobald die Zellen aus ihrer natürlichen ECM 
gelöst werden und ist erst nach circa fünf Passagen abgeschlossen (KANG et al. 2007; BENYA 
et al. 1978).  
Die einfachste Kulturform, die Explantkultur (CURTIS et al. 2002b; LEVIN et al. 2001), 
verlangsamt den Prozess der Entdifferentzierung, indem sie die Zellen in ihrer natürlichen 
ECM belässt. Eine Einbettung der Zellen in 3D-Medien wie Alginat (RAI et al. 2009; LEMARE 
et al. 1998), Agarose (KENNETH et al. 2010) oder synthetische Polymergele (KAPS et al. 
2004) sowie die erhöhte Zelldichte in einer Pelletkultur (ZHANG et al. 2004) fördern eine 
Redifferentzierung der Zellen. Darüber hinaus lässt sich die Matrixproduktion durch 
Medienzusätze wie Ascorbinsäure oder Insulin fördern (CIGAN et al. 2013; PRIDDY II et al. 
2001).  
Bei der Induktion der OA unterscheidet man im Wesentlichen zwei Modellsysteme: Zytokin-
basierte Modelle und Belastungs-basierte Modelle (JOHNSON et al. 2016). In vitro wird OA 
durch hohe Level an katabolen Zytokinen initiiert. Dementsprechend eignen sich IL-1β und 
TNF-α exzellent als Trigger für ein in vitro Modell und führen oft zu Entzündungsmustern, die 
der natürlichen OA weitgehend entsprechen (RAI et al. 2008; KUROKI et al. 2005; COOK et 
al. 2000). Belastungs-basierte Modelle stützen sich auf die These, dass OA zu einem großen 
Teil durch eine abnorme Belastung der Gelenke vorangetrieben wird. So führen Zug und 
Druckbelastungen in 3D-Chondrozytenkulturen zu Zellsterben und einem Anstieg an 
katabolen Enzymen (FITZGERALD et al. 2004; LEVIN et al. 2001).  
Da der Ablauf der caninen OA dem Ablauf der humanen OA ähnelt und Hunde-Chondrozyten 




Material für Modellsysteme (FRYE et al. 2016; KUROKI et al. 2010; RAI et al. 2008). Solche 
Studien involvieren canine 2D- und 3D-Systeme und induzieren die Krankheit mit Hilfe von 
IL-1β, IL-1α, TNF-α oder einer Kombination aus mehreren Zytokinen (DYCUS et al. 2013; RAI 
et al. 2008; KUROKI et al. 2005; COOK et al. 2000) oder seltener durch zyklische Belastung 
(LEVIN et al. 2001). 
 
2.4  Die canine OA 
2.4.1  Ätiologie und Diagnose 
Es liegen bisher nur wenige epidemiologische Daten zu dem Auftreten von OA bei Hunden 
vor. Bei einer US-amerikanischen Studie konnte 1997 festgestellt werden, dass über 20 % der 
Hunde, die älter als ein Jahr sind, röntgenologische Anzeichen für OA aufweisen (JOHNSTON 
1997). In britischen Studien konnte festgestellt werden, dass 2,5-6,6 % der Hunde unter den 
Auswirkungen einer OA leiden (ANDERSON et al. 2018; O'NEILL et al. 2014). Obwohl sich 
die Krankheit vor allem bei älteren und größeren Hunden entwickelt, können prinzipiell Hunde 
jeder Rasse und jeden Alters betroffen sein. Reinrassige Hunde sind häufiger betroffen als 
Mischlinge und es besteht eine Rasseprädisposition bei Golden Retrievern, Labrador 
Retrievern, Rottweilern und Deutschen Schäferhunden. Darüber hinaus haben männliche 
Hunde im Vergleich zu weiblichen Hunden ein größeres Risiko, an OA zu erkranken. Eine 
Kastration beider Geschlechter erhöht das Risiko zusätzlich, denn durch eine Kastration 
entfällt die gelenksschützende Wirkung der Sexualhormone. Zudem neigen kastrierte Tiere 
dazu, an Gewicht zuzunehmen und werden häufiger adipös, was das Risiko für OA erhöht 
(ANDERSON et al. 2018).  
 
OA tritt beim Hund typischerweise als Folgeerscheinung einer bestehenden Primärerkrankung 
im Bewegungsapparat auf (sekundäre OA). Dabei sind Ellenbogen-, Hüft- und Kniegelenk am 
häufigsten betroffen (PETTITT und GERMAN 2015). Angeborene Krankheiten, wie 
Hüftgelenksdysplasie, Patellaluxation oder Osteochrondrose (Osteochondrosis dissecans; 
OCD), führen durch eine andauernde Fehlbelastung der betroffenen Gliedmaße letztendlich 
zu OA (HENROTIN et al. 2005). Aber auch erworbene Defekte sind oft Ausgangspunkt für OA. 
Folgen von Traumata, wie z.B. Frakturen, können bei einer fehlerhaften Ausheilung zu einem 
Stabilitätsverlust oder einer Stufenbildung im Gelenk führen, die eine OA begünstigen 
(BÖTTCHER et al. 2007a). Auch Hunde mit Band- und Muskelverletzungen, wie z.B. einem 
Kreuzbandriss, entwickeln durch die bestehende Gelenksinstabilität oft degenerative 
Veränderungen im betroffenen Gelenk (HENROTIN et al. 2005). Wogegen die metabolische 




ähnlichen Prozessen beim Hund (FRYE 2016). Beim Hund wird OA oft erst im späten Stadium 
diagnostiziert, wenn erste klinische Symptome wie intermittierende Lahmheit auftreten und der 
Halter sein Tier aus diesen Gründen beim Tierarzt vorstellt. Die Tiere leiden unter 
Gelenksschmerz, -steifheit und -schwellung, welche die Beweglichkeit einschränken und die 
Lebensqualität der Tiere negativ beeinflussen (BLAND 2015). Röntgenologisch erkennbar ist 
eine chronische, entzündliche Reaktion des periartikulären Weichteilgewebes mit einer 
Schwellung und Fibrosierung, sowie Fissuren und periartikuläre Osteophyten (SZABO et al. 
2007; CARRIG 1997). Neben einer röntgenologischen Untersuchung kann die Diagnose mit 
Hilfe von Computertomographie, Magnetresonanztomographie, Szintigraphie und 
Arthroskopie untermauert werden (CARRIG 1997). 
 
2.4.2  Therapieansätze in der caninen OA 
Da hyaliner Knorpel nur eine limitierte Fähigkeit zur Selbstheilung aufweist, zielt die derzeitige 
OA Therapie eher auf eine Verlangsamung der Krankheit und einer Milderung der Symptome 
(BLAND 2015).  
Neben einer chirurgischen Therapie hat in der Tiermedizin vor allem die konservative 
Behandlung eine große Bedeutung. Die am häufigsten verordneten Medikamente in der 
konservativen Behandlung sind nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAIDs), gefolgt von 
Glucocorticoiden und Nahrungsergänzungsmitteln (BOUND et al. 2011).  
NSAID zielen auf eine Hemmung der COX-Enzyme und unterdrücken damit eine Bildung von 
proinflammatorischen Eicosanoiden wie PG, Thromboxanen und Prostacyclinen. Über diesen 
Mechanismus reduzieren sie die Entzündungsanzeichen und Schmerzen im Gelenk, haben 
jedoch keine nennenswerten krankheitsmodifizierenden Wirkungen (SMITH et al. 2011). Ein 
wesentlicher Nachteil sind die unter der Behandlung mit NSAIDs bei Hunden auftretenden 
Nebenwirkungen wie Erbrechen, Durchfall, Inappetenz, seltener gastrointestinale Ulzera, 
dolentes Abdomen, Ikterus, Leberenzymerhöhung sowie Polyurie und Polydipsie 
(MONTEIRO-STEAGALL et al. 2013). Durch den Einsatz selektiver COX-2-Hemmer konnten 
einige dieser Nebenwirkungen umgangen werden. Diese Gruppe der NSAID blockiert selektiv 
die induzierbare, meist an pathologischen Zuständen beteiligte COX-2, wogegen die 
physiologische COX-1 nicht beeinflusst wird (KIM und GIORGI 2013). Obwohl bei der 
Anwendung selektiver COX-2 Hemmer in klinischen Studien weniger Nebenwirkungen 
verzeichnet werden konnten, kam es in der Praxis bei Hunden dennoch zu Magenulzera und 
intestinalen Blutungen, sodass auch diese Gruppe der NSAIDs nicht ohne Einschränkungen 
angewendet werden kann (MÜNTENER et al. 2015). Beim Hund werden die COX-2 




selektiven NSAIDs Firocoxib (Previcox®), Robenacoxib (Onsior®), Mavacoxib (Trocoxil®) und 
Cimicoxib (Cimalgex®) eingesetzt (CLINIPHARM/CLINITOX 2020a). 
Corticosteroide kommen als Mittel zweiter Wahl vor allem im Endstadium der OA und bei 
Therapieversagen zum Einsatz (BOUND et al. 2011). Diese Wirkstoffe greifen schon über die 
PLA2 in die Entzündungskaskade ein und hemmen sowohl die COX als auch die 
Lipoxygenasen (LOX). Dadurch beeinflussen sie effektiv die Entzündungskaskade und 
verbessern die Lebensqualität der Tiere. Unerwünscht ist ihr Eingriff in den Stoffwechsel des 
gesamten Körpers, unter anderem den Wasser- und Elektrolythaushalt, das Immunsystem, 
die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse und den Intermediärstoffwechsel 
(CLINIPHARM/CLINITOX 2020b). Sie bedingen dadurch eine Vielzahl oft heftiger 
Nebenwirkungen wie iatrogenes Morbus Cushing, Diabetes, gastrointestinale Ulzera, 
Polydipsie, Polyurie, Polyphagie mit Gewichtszunahme und ausgeprägte immunsuppressive 
Effekte (BLAND 2015).  
Im Jahre 2017 ist zudem ein neuer vielversprechender Wirkstoff zur Behandlung der caninen 
Osteoarthrose auf den Markt gekommen. Grapiprant (Galliprant®) beeinflusst im Gegensatz 
zu NSAID und Corticosteroiden nicht die Produktion der Eicosanoide, sondern blockiert den 
EP-4 Rezeptor und damit selektiv die Signalkaskade von PGE2 (KIRKBY SHAW et al. 2016). 
In einer Studie mit an OA erkrankten Hunden konnte eine ähnliche Effektivität und geringere 
Nebenwirkungen im Vergleich zu NSAID nachgewiesen werden (RAUSCH-DERRA et al. 
2016). Bis heute existieren jedoch nur wenige Studien zum Langzeiteinsatz von Grapiprant.  
 
Neben der konservativen und medikamentösen Behandlung von OA stellt eine chirurgische 
Versorgung arthrotischer Gelenke eine wichtige Alternative zur Prophylaxe und Therapie dar. 
Operationen können die Gelenkinkongruenz bei vererbten Dysplasien korrigieren oder die 
Heilung von Frakturen unterstützen (COOK und PAYNE 1997). Im Endstadium der Krankheit 
bleiben oft nur eine Schmerzabschirmung durch Denervation (KINZEL et al. 2002) oder der 
vollständige Gelenksersatz durch eine Endoprotese (ALLEN 2012). Alle chirurgischen 
Behandlungsmöglichkeiten sind kostspielig und mit Risiken verbunden, sodass sie nicht für 
jedes Tier in Frage kommen. In Zukunft könnte eine Transplantation von gesundem 
Knorpelgewebe in beschädigte Bereiche eine neue Behandlungsmöglichkeit darstellen 
(FITZPATRICK et al. 2009; BÖTTCHER et al. 2007b). Unterstützend zu den genannten 
Therapiemöglichkeiten wird Physiotherapie, Akupunktur und vor allem bei übergewichtigen 
Tieren eine Gewichtsreduktion zur Gelenksentlastung angeraten (BOUND et al. 2011). Diese 





Auf der Suche nach verträglicheren und krankheitsmodifizierenden neuen 
Behandlungsmöglichkeiten rücken die Nahrungsergänzungsmittel bei Menschen und Tieren 
zunehmend in den Fokus der Forschung. So gibt es für Hunde ein großes Angebot an frei 
verkäuflichen Ergänzungsfuttermitteln in Form von Ölen, Pulvern und Tabletten auf Basis von 
Tierprodukten, Enzymen, Vitaminen- und Mineralstoffen. Diese Mittel zählen je nach 
Zusammensetzung laut § 3 Nr. 15 des LEBENSMITTEL-UND FUTTERMITTELGESETZ-
BUCHS zu den Diätfuttermitteln oder laut Artikel 3 Absatz 2 Buchstabe j der 
VERORDNUNG (EG) NR. 767/2009 zu den Ergänzungsfuttermitteln. Damit fallen sie nicht 
unter die Zulassungsbeschränkungen für Arzneimittel und können ohne Rücksprache mit 
einem Tierarzt vom Tierhalter angewendet werden. Klinische Studien zur Wirksamkeit dieser 
Präparate existieren zu Glucosaminen, Chondroitinsulfat, unverseifbaren Bestandteilen aus 
Sojabohnen oder Avocado, Grünlippmuschelextrakt, „Auszüge“ aus grünem Tee und 
Curcumin. Die beobachteten klinischen Effekte sind oft nur marginal und auf Grund 
methodischer Mängel in der Durchführung vieler Studien von fraglicher Bedeutung. 
Kritikpunkte sind unter anderem eine geringe Studienanzahl insgesamt, die mangelnde 
Randomisierung, fehlende objektive Untersuchungskriterien wie Kraftplattenmessungen, 
geringe Stichprobengröße und große Variabilität in Dauer und Dosis mit einer daraus 
resultierenden schlechten Vergleichbarkeit untereinander. Eine wichtige Ausnahme stellen die 
klinischen Studien zur Fütterung von n-3 mehrfach ungesättigten Fettsäuren (PUFAs) aus 
Fischöl dar (COMBLAIN et al. 2016; VANDEWEERD et al. 2012). 
 
2.5 Mehrfach ungesättigte Fettsäuren (PUFAs) als Ergänzungsfuttermittel 
2.5.1  Grundlagen des Fettsäurestoffwechsels 
Nicht essentielle Fettsäuren können vom Körper aus Acetyl-Coenzym A selbst synthetisiert 
werden und kommen in großen Mengen in tierischen Zellen vor. Zu diesen Fettsäuren gehören 
die gesättigten Fettsäuren Palmitinsäure und Stearinsäure sowie die n-9 einfach ungesättigte 
Fettsäure Ölsäure. Fettsäuren, die eine oder mehrere cis-Doppelbindungen im Abstand von 
mehr als neun C-Atomen zur Carboxylgruppe aufweisen, können hingegen vom tierischen 
Organismus nicht synthetisiert werden und müssen mit der Nahrung zugeführt werden. Zu 
diesen essentiellen Fettsäuren zählen die n-6 PUFAs Linolsäure (LA) und Arachidonsäure 
(AA) sowie die n-3 PUFAs α-Linolensäure (ALA), Eicosapentaensäure (EPA) und 
Docosahexaensäure (DHA) (LÖFFLER et al. 2007).  
Dabei dienen die in Pflanzen enthaltenen essentiellen langkettigen Fettsäuren LA (18:2n-6; 
Sojaöl, Sonnenblumenöl und Maisöl) und ALA (18:3n-3; Walnussöl und Leinöl) als 




Mittels Elongasen, ∆-6 Desaturase und ∆-5 Desaturase entsteht aus n-6 LA die 
semiessentielle Fettsäure AA (20:4n-6) und aus n-3 ALA die semiessentielle Fettsäure EPA 
(20:5n-3). DHA (22:6n-3), als extralangkettige Fettsäure mit sechs Doppelbindungen, benötigt 
für die Synthese aus EPA zusätzlich zur ∆-6 Desaturase und zur Elongase einen Zyklus der 
β-Oxidation (CALDER 2015; CURTIS et al. 2004). Die Umsatzraten dieser Reaktionen 
variieren jedoch für alle Fettsäuren. So erfolgt die Konversion von ALA zu EPA, im Vergleich 
zur Konversion von LA zu AA, nur zu einer geringen Rate von 20%. Die anschließende 
Umwandlung zu DHA liegt beim Menschen unter 1% (ARTERBURN et al. 2006). Auch bei 
Hunden ist die Konversionsrate nachweislich sehr gering (BAUER 2007; HARRIS et al. 2007). 
Eine Steigerung des Blutspiegels von DHA erfolgt demnach nur nach Supplementierung von 
DHA und nicht nach Gabe von ALA oder EPA (BRENNA et al. 2009). Eine verlässliche Quelle 
für EPA und DHA sind Lebensmittel maritimer Herkunft und Fischöle, welche bis zu 30% von 
beiden Fettsäuren enthalten können (CALDER 2015). 
 
 
2.5.2  Fettsäurestoffwechsel im Knorpelgewebe 
Trotz seines geringen Anteils an Lipiden (<1%) (STOCKWELL 1967) hat das Knorpelgewebe 
eine einzigartige Lipidzusammensetzung und einen außergewöhnlichen Lipidmetabolismus 
(VILLALVILLA et al. 2013). Im gesunden, adulten Knorpel dominieren vor allem gesättigte 















Fettsäuremusters ausmachen (XU et al. 1994; ADKISSON et al. 1991). Die 
Zusammensetzung der Lipide variiert zwischen den einzelnen Knorpelzonen. In den 
oberflächlichen Zonen befinden sich die Lipide größtenteils extrazellulär in der ECM, wogegen 
sie in den tiefen Zonen vor allem intrazellulär in Form von Lipidvakuolen vorliegen 
(MANSFIELD und WINLOVE 2017). Zudem verändert sich die Fettsäurezusammensetzung 
und der Gesamtgehalt an Lipiden im Alter und bei OA (CLELAND et al. 1995; ADKISSON et 
al. 1990). 
Chondrozyten sind befähigt, zugeführte Fettsäuren in großem Maße in ihr Fettsäuremuster zu 
integrieren und zu verstoffwechseln (XU et al. 1994; NAGAO et al. 1991; LIPPIELLO 1990). 
Bedingt durch die isolierte Lage im Gelenksspalt und die fehlende Versorgung mit Blutgefäßen 
hat hyalines Knorpelgewebe allerdings nur einen sehr limitierten Zugang zu Nährstoffen und 
damit auch zu Lipiden. Die Versorgung erfolgt hauptsächlich durch Diffusion aus der 
Synovialflüssigkeit (WANG et al. 2013b) und in geringem Maße auch durch die Gefäße im 
anliegenden Knochen (PAN et al. 2009). Größe und Ladung der Moleküle bestimmen 
wesentlich die Verfügbarkeit, da jedes Molekül sich erst durch die negativ geladene und dichte 
ECM bewegen muss, um zu den Zellen zu gelangen. Fettsäuren werden im Blut vor allem in 
Form von Lipoproteinen und gebunden an Albumin transportiert und liegen demnach in großen 
Komplexen vor. Vor ihrem Eintritt in die ECM lösen sich die Fettsäuren von den 
Transportproteinen und diffundieren durch die Matrix (ARKILL und WINLOVE 2006). 
Untersuchungen zeigen, dass vor allem tiefe Zonen bei der Versorgung mit Lipiden 
benachteiligt sind (MANSFIELD und WINLOVE 2017). Man geht allerdings davon aus, dass 
bei OA der Transport durch die degenerierte Matrix und Gefäßeinsprossung in den Knorpel 
insgesamt erleichtert ist (PAN et al. 2012; LOTKE und GRANDA 1972). 
 
2.5.3  n-3 PUFAs als Therapieoption bei caniner OA 
Während in vivo Ernährungsstudien bei Menschen bisher nur inkonsistente Ergebnisse liefern 
(BOE und VANGSNESS 2015), zeigen canine Studien bei OA meist eine signifikante 
Verbesserung der klinischen Symptome. So beschreiben Tierärzte und Besitzer unter 
fischölreichen Diäten eine bessere Beweglichkeit sowie geringere Schmerzhaftigkeit und 
damit eine positive Auswirkung auf die Lebensqualität der betroffenen Tiere (MEHLER et al. 
2016; FRITSCH et al. 2010a; FRITSCH et al. 2010b; ROUSH et al. 2010a; ROUSH et al. 
2010b). Darüber hinaus konnten objektive Messungen mit Kraftplatten eine stärkere Belastung 
betroffener Gliedmaßen dokumentieren (HIELM-BJÖRKMAN et al. 2012; ROUSH et al. 
2010a). Zudem kann das Auftreten röntgenologischer Anzeichen für eine OA nach einer TPLO 




Der dahinterstehende Mechanismus ist bis heute nicht vollständig geklärt, man geht jedoch 
davon aus, dass es sich um ein multifaktorielles Geschehen handelt. Eine 
Erklärungsmöglichkeit besteht in der Umsetzung der Fettsäuren in bioaktive Lipidmediatoren. 
So konkurriert die n-3 PUFA EPA mit der n-6 PUFA AA um den Einbau in die Phosphoglyceride 
der Zellmembran. Die n-6 PUFA AA wird mittels der COX- und LOX-Enzyme in 
proinflammatorische Eicosanoide wie PG der Klasse 2 und Leukotriene der Klasse 4 
umgewandelt. Sobald jedoch anstelle der n -6 PUFA AA die n-3 PUFA EPA in die Zellmembran 
eingebaut wird, kommt es stattdessen zur Bildung weniger potenter Lipidmediatoren wie 
PG der Klasse 3 und Leukotriene der Klasse 5. Man geht davon aus, dass diese Derivate auf 
Grund ihrer geringeren Affinität zum Eicosanoidrezeptor eine eher antinflammatorische 
Wirkung haben und damit dem pathologischen, chronischen Entzündungszustand der OA 
entgegenwirken (CALDER 2015; LOPEZ 2012; SMITH et al. 2011). Darüber hinaus hemmen 
die n-3 PUFAs den AA-Metabolismus und die Expression der COX-2 und LOX-5 (SMITH et al. 
2011; HURST et al. 2009; CURTIS et al. 2002a; CURTIS et al. 2002b) und verringern damit 
zusätzlich die Umsetzung der noch bestehenden AA in proinflammatorische Eicosanoide. 
Neben den Eicosanoiden können die n-3 PUFAs DHA und EPA in eine Vielzahl weiterer 
Lipidmetabolite umgesetzt werden, unter anderem Resolvine, Maresine, (Neuro-)Protectine 
und Endocannabinoide, welche ihrerseits eine antiinflammatorische und analgetische Wirkung 
vermitteln (CALDER 2015; WEYLANDT et al. 2012). Darüber hinaus wirken sich Diäten, 
welche reich an n-3 PUFAs sind, positiv auf die Mitochondrienfunktion aus und verändern die 
Membran-Fluidität (NICOLSON und ASH 2014). Eher spekulativ ist bisher die positive Wirkung 
der n-3 PUFAs auf die Schmerzweiterleitung (LOPEZ 2012). 
In in vitro Modellen für OA reduzierte eine Supplementierung mit EPA und DHA die Expression 
der proinflammatorischen Zytokine IL-1β, IL-1α und TNF-α, die Expression diverser MMP- und 
ADAMTS-Enzyme sowie COX-2 und PGE2 (HURST et al. 2009; ZAINAL et al. 2009; CURTIS 
et al. 2002a; CURTIS et al. 2002b). Zudem fiel in Explantkulturen die IL-induzierte Freisetzung 
von Glykosaminoglykanen aus der ECM unter Einfluss von EPA und DHA deutlich geringer 
aus (WANN et al. 2010; CURTIS et al. 2002a; CURTIS et al. 2002b). Diese Ergebnisse 
konnten teilweise in caninen Fütterungsversuchen bestätigt werden (VERPAALEN et al. 2018; 
HANSEN et al. 2008). Alle in vitro Untersuchungen beschränken sich bisher jedoch auf bovine 
und humane Chondrozyten.  
Wahrscheinlich ebenfalls vorteilhaft für den Krankheitsverlauf ist die Wirkung von n-3 PUFAs 
auf das gesamte Immunsystem. Bei Menschen ist bekannt, dass n-3 PUFAs die Expression 
von Leukozyten-Adhäsionsmolekülen hemmen, die Freisetzung von Signalmolekülen durch 
die Veränderung von Lipid Rafts unterbinden und die T-Zell Proliferation beeinflussen 




Immunstatus des Körpers. So verbesserten Ergänzungsfuttermittel in Form von Fischöl die 
Phagozytoseleistung der Immunzellen (BAUER 2007) und reduzierten diverse oxidative 
Marker im Blut (BARROUIN-MELO et al. 2016).  
Nicht zuletzt aus diesen Gründen erwies sich bei Hunden die Einnahme von Fischöl als 
vorteilhaft bei einer Vielzahl von anderen Erkrankungen, welche mit einem chronischen 
Entzündungsstatus einhergehen, wie malignem Lymphom (OGILVIE et al. 2000), 
Herzinsuffizienz (SMITH et al. 2007), Niereninsuffizienz (BROWN et al. 2000) und chronisch 





3 ZIEL DER ARBEIT 
Obwohl eine vorteilhafte Wirkung von Fischöl in der OA beim Hund als gesichert gilt, liegen 
derzeit kaum Studien vor, welche die zugrundeliegenden Mechanismen entschlüsseln. In vitro 
Studien an bovinen und humanen Chondrozyten zeigen unter der Supplementierung mit n-3 
PUFAs eine Reduktion von Matrixproteinasen, COX und proinflammatorischen Zytokinen 
(WANN et al. 2010; ZAINAL et al. 2009; HURST et al. 2009; CURTIS et al. 2002a; CURTIS et 
al. 2002b). Ein ähnlicher Mechanismus ist auch beim Hund denkbar. Diese Studie soll nun 
dazu dienen, die molekularen Wirkmechanismen der n-3 PUFAs EPA und DHA in der caninen 
OA genauer zu untersuchen.  
Dafür wurde im ersten Schritt ein Protokoll zur Isolierung, Anzucht und Kryokonservierung für 
canine Chondrozyten etabliert. Die Ansprechbarkeit der Zellen auf das katabole Zytokin IL-1β 
und das anabole Zytokin TGF-β wurde getestet und auf Basis dieser Untersuchungen ein 
Modell für die canine OA entwickelt.  
Im nächsten Schritt wurde das Modell mit AA, EPA und DHA supplementiert, um die 
Fettsäureaufnahme und den Fettsäuremetabolismus von caninen Chondrozyten zu 
untersuchen.  
Im letzten Schritt wurde der Effekt von AA, EPA und DHA auf ausgewählte Schlüsselproteine 
der Entzündung und Matrixdegeneration in einem Modell der caninen OA getestet. Der Fokus 
lag dabei auf der Supplementierung von geringen Dosen über längere Zeiträume, um der in 
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5.1 Isolation und Anzucht von caninen Chondrozyten 
Jeder Chondrozyt empfängt über unterschiedliche Membranrezeptoren Signale aus der 
umgebenden ECM. Diese Signale können sowohl chemischer als auch mechanischer Natur 
sein und beeinflussen sowohl die physiologischen als auch die pathologischen Abläufe im 
Gelenk (WONG und CARTER 2003). In 2D-Kulturen werden die Chondrozyten aus der sie 
umgebenden ECM isoliert und in das Zellkulturmedium verbracht. Ein wesentlicher Nachteil 
ist demnach, dass die Interaktion mit der ECM in diesem Kultursystem weitgehend verloren 
geht (JOHNSON et al. 2016).  
Ein Vorteil ist hingegen, dass ohne die umgebende ECM jede Zelle gleichen Zugriff auf die zur 
Verfügung gestellten Stimulanzien und Supplemente hat (RAI et al. 2008). Daraus ergibt sich 
erstens eine im Vergleich zu 3D-Modellsystemen bessere Versorgung der Zellen, welche sich 
vorteilhaft auf die Zellproliferation in 2D-Modellen auswirkt. Dadurch haben 2D-Modelle eine 
höhere Zellteilungsrate und damit eine höhere Ausbeute an DNA, welche für weitergehende 
PCR Studien genutzt werden kann (CARON et al. 2012). Zweitens sind Monolayerkulturen 
besonders leicht durch extern zugesetzte Faktoren zu beeinflussen und eignen sich daher gut 
für mechanistische Studien. Ohne eine Einbettung in Ersatzmatrizes, wie in 3D-Kulturen 
üblich, werden die Zellen nicht durch Fremdstoffe von einer artifiziellen 3D-Matrix beeinflusst. 
Drittens sind daher die beobachteten Effekte nur auf die Zusätze im Zellkulturmedium 
zurückzuführen und werden nicht durch die Ersatzmatrizes verfälscht (RAI et al. 2008). Trotz 
aller Vorzüge sollten Untersuchungsergebnisse immer vor dem Hintergrund von Daten aus 
in vivo Studien interpretiert werden, da es sich um ein Modellsystem handelt, welches die 
Situation im Gelenk nur nachempfindet. 
Aus ethischen Gründen sind wir bestrebt, die Verwendung von Versuchstieren zu vermeiden. 
In Zusammenarbeit mit Tierarztpraxen der Umgebung konnten wir ein Netzwerk etablieren, in 
dem uns Hunde zur Entnahme von Knorpelgewebe zur Verfügung gestellt wurden, welche 
unabhängig von dieser Arbeit euthanasiert wurden. Daraus ergaben sich mehrere 
Problemfelder, auf die ich im Folgenden eingehen werde. Da in Tierarztpraxen vor allem ältere 
Tiere zur Euthanasie vorgestellt werden, sind über die Hälfte der Hunde in dieser Studie älter 
als 10 Jahre. Diese Altersverteilung sollte bei einer Interpretation der Ergebnisse 
berücksichtigt werden, da in anderen Studien bereits ein Einfluss des Alters auf die Wirkung 
von Fettsäuren bei Hunden festgestellt werden konnte (KEARNS et al. 1999). Es wurden nur 
kniegelenkgesunde Hunde als Spender akzeptiert und jedes eröffnete Gelenk vor der 




über 8 Jahren von OA betroffen sind (ANDERSON et al. 2018; JOHNSTON 1997), mussten 
erwartungsgemäß viele Tierkörper vor der Entnahme als Spender ausgeschlossen werden. 
Daraus ergab sich eine relativ geringe Anzahl an Hunden als Lieferanten für Primärzellen. Um 
eine größere Anzahl an Versuchen zu ermöglichen, wurden diese Primärzellen über 10 Tage 
in Monolayerkultur vermehrt, einmalig passagiert und schließlich in unsere Knorpelzellbank 
aufgenommen. 
Lange Anzuchtzeiten in Monolayerkultur und multiples Passagieren führen zur 
Dedifferenzierung der Chondrozyten und damit zum Verlust des charakteristischen Phänotyps 
der Zellen. Der Prozess der Dedifferenzierung beschreibt die Rückentwicklung der Zellen zu 
ihren Vorläuferzellen (TALLHEDEN et al. 2006). Dedifferenzierte Chondrozyten verlieren ihre 
Fähigkeit, ECM mit einem hohen Gehalt an Kollagen II, Aggrecan und Glykosaminoglykanen 
zu produzieren und bilden stattdessen große Mengen an Kollagen I (MINEGISHI et al. 2013; 
CARON et al. 2012). Ihre Reaktion auf eine Stimulation mit Zytokinen und Wachstumsfaktoren 
ähnelt eher der Antwort von Fibroblasten. So sind die Zellen nicht mehr in der Lage, bei 
Stimulation mit IL-1β große Mengen an NO zu produzieren (BLANCO et al. 1995). Dieser 






Prozess wird oft begleitet von einer Veränderung der Zellmorphologie von einer polygonalen 
zu einer abgeflachten, fibroblastoiden Gestalt. Die Dedifferenzierung einer Chondrozytenkultur 
ist ein schleichender Prozess. Sie beginnt, wenn die Zellen aus ihrer Matrix gelöst werden und 
ist erst ab der fünften Passage vollendet (KANG et al. 2007; BENYA et al. 1978).  
In dieser Arbeit kommen nur Chondrozyten bis zur zweiten Passage zum Einsatz. Nach 
Isolation heften sich die Zellen innerhalb von 48 h an den Boden der Zellkulturflasche und 
zeigen eine abgeflachte, fibroblastoide Gestalt. Es kommt im gewählten Modell sowohl in den 
Primärkulturen als auch in der ersten Passage arealweise zum Auftreten von differenzierten 
Chondrozytennestern. Die Zellen dieser Nester weisen im Gegensatz zur restlichen Kultur eine 
polygonale Gestalt auf und kapseln sich durch metachromatisches Material von der 
Umgebung ab. Wie wir mittels Alcianblau-Färbung nachweisen konnten, enthält dieses 
Material hohe Mengen an anionischen Glykokonjugaten wie Proteoglykanen und 
Glykosaminoglykanen und zeigt damit typische Eigenschaften von ECM (ROUGHLEY und 
MORT 2014). Die Ansprechbarkeit der Zellen auf verschiedene Stimulanzien lässt ebenfalls 
auf eine weitestgehend differenzierte Zellkultur schließen (BLANCO et al. 1995). So kommt es 
nach der Stimulation mit IL-1β zu einer erhöhten iNOS Expression und damit einhergehenden 
hohen Produktion an NO. Unter Einfluss von TGF-β kann zudem eine größere Zellproliferation 
beobachtet werden. Insgesamt gehen wir daher davon aus, dass die verwendeten Zellen trotz 
ihrer Gestalt größtenteils einen differenzierten Phänotyp aufweisen.  
 
Abbildung 5: Chondrozytennester in einer P1-Kultur nach 8 Tagen, dargestellt bei 400-facher




Um die Abläufe bei der Zellisolation fließend zu gestalten, wurden die Tierkörper der 
Spenderhunde vor der Knorpelzellgewinnung bis zu 24 h bei 7 °C gelagert. Diese Verzögerung 
hatte, wie auch in anderen Studien, keine erkennbaren Auswirkungen auf die Lebensfähigkeit 
der Zellen (RAI et al. 2009). Beim Menschen gelten Zeitintervalle zwischen Tod und 
Knorpelzellgewinnung von bis zu 48 h als akzeptabel (KAPS et al. 2004), da sich die Zellen in 
einem zum restlichen Körper abgeschlossenen Kompartiment befinden und sehr 
widerstandsfähig sind (ALIBEGOVIC 2014). Das Protokoll zur Zellisolation orientierte sich an 
einer Vorschrift zur Isolierung von humanen Chondrozyten (KAPS et al. 2004), welches bereits 
in anderen Studien mit caninen Chondrozyten erfolgreich zur Anwendung kam (RAI et al. 
2009).  
Eine wichtige Modifikation des Protokolls lag in der Verwendung verschiedener Medienzusätze 
zur Steigerung der Matrixbildung und Erhalt des Phänotyps bei der Anzucht der Zellen. Zu 
diesen Medienzusätzen gehören Ascorbinsäure, Glucose und Insulin. Ascorbinsäure ist 
Cofaktor für die Synthese von Kollagen II und damit essenziell für die Bildung einer gesunden 
ECM. Glucose dient als Baustoff für Glykosaminoglykane und ist außerdem ein wesentlicher 
Energielieferant für Knorpelzellen, kann jedoch ohne Insulin nur mangelhaft in die Zellen 
aufgenommen werden (CIGAN et al. 2013). Erst nach Zugabe von Ascorbinsäure, Glucose 
und Insulin kommt es zum Auftreten von Chondrozytennestern in den Kulturen und deutlicher 
Matrixbildung, weshalb wir davon ausgehen, dass die Zusätze wesentlich zur 
Zelldifferenzierung in den Kulturen beigetragen haben.  
Die Zellansätze aller Spender wurden separat vermehrt, um subvitale Kulturen 
auszuschließen, und schließlich bei -20°C in der Knorpelzellbank gelagert. Eine 
Kryokonservierung mit 5 % DMSO hat keine Auswirkung auf den Differenzierungsstatus der 
Chondrozyten, kann allerdings die Proliferation und Überlebensrate negativ beeinflussen 
(RENDAL-VÁZQUEZ et al. 2001). Wie wir durch den Vergleich der Zellzahlen vor dem 
Einfrieren und nach dem Auftauen ermitteln konnten, kam es durch die Kryokonservierung zu 
Zellverlusten von bis zu 30%. Damit unterscheiden sich die Überlebensraten der 
Kryokonservierung in unserem Modell nicht von der Überlebensrate in anderen Modellen 
(RENDAL-VÁZQUEZ et al. 2001). 
Insgesamt präsentieren wir in dieser Studie ein leicht umsetzbares Protokoll zur Isolation, 
Kryokonservierung und Anzucht von caninen Chondrozyten mit einer hohen Zellausbeute. Das 
Protokoll dient der Erstellung von 2D-Kulturen von caninen Chondrozyten, welche für die 
Untersuchung von physiologischen zellulären Prozessen wie Signaltransduktion, Teilung und 





5.2 IL-stimulierte canine Chondrozyten als Osteoarthrosemodell 
OA ist eine Krankheit mit einer komplexen Pathogenese, welche alle Strukturen des Gelenks 
involviert (HASEEB und HAQQI 2013). Auf Grund der multifaktoriellen Genese existieren 
verschiedene Unterformen der Krankheit, deren Entstehung nicht an einen gemeinsamen 
Mechanismus gebunden ist, sondern individuellen Mustern folgt (WANG et al. 2015; 
BERENBAUM 2013). Dementsprechend ist es kaum möglich, ein Modellsystem zu finden, 
welches alle Facetten der Krankheit wiedergibt. In dieser Studie kommt ein in vitro Modell zum 
Einsatz, welches vor allem die inflammatorischen Aspekte der Krankheit thematisiert. Basis 
für dieses Modell ist eine Stimulation der Chondrozyten mit dem proinflammatorischen Zytokin 
IL-1β.  
Dieses Zytokin bewirkt unter natürlichen Bedingungen eine Steigerung der katabolen 
Stoffwechselwege bei gleichzeitiger Schwächung der anabolen Stoffwechselwege und führt 
schließlich zum Schlüsselereignis der OA, der irreversiblen Zerstörung der ECM 
(WOJDASIEWICZ et al. 2014). Vor allem im frühen Stadium der OA produzieren die 
Synovialozyten der Gelenkskapsel große Mengen an IL-1β (TETLOW et al. 2001), welches 
über die Synovia zu den Chondrozyten diffundiert. Daher stellte die externe Zugabe von IL-1β 
ins Zellkulturmedium den Zustand im Gelenk zum Beginn der OA nach (Grad I bis II). Früher 
wurde IL-1β neben TNF-α als wichtigster Auslöser der ersten osteoarthrotischen 
Veränderungen angesehen (FERNANDES et al. 2002; WESTACOTT und SHARIF 1996). 
Inzwischen konnte jedoch gezeigt werden, dass die Rolle von IL-1β zu Beginn der Krankheit 
weniger wichtig ist als bisher angenommen (SANDY et al. 2015). So geht man inzwischen 
davon aus, dass auch andere Zytokine wie Interleukin-17 oder Interleukin-6 einen 
wesentlichen Beitrag zum Krankheitsbeginn leisten (WOJDASIEWICZ et al. 2014). Dennoch 
ist die Anwendung von IL-1β in 2D- und 3D-OA Modellen bei Menschen (HURST et al. 2009; 
CURTIS et al. 2002b) und Hunden (DYCUS et al. 2013; RAI et al. 2008; KUROKI et al. 2005; 
COOK et al. 2000) gut etabliert. In vitro Studien konnten zeigen, dass auch eine alleinige 
Stimulation mit dem Zytokin ein Enzymmuster hervorruft, welches dem natürlichen 
Krankheitsverlauf weitestgehend entspricht (RAI et al. 2008; COOK et al. 2000). Darüber 
hinaus steigert IL-1β die Produktion anderer Zytokine, wie z.B. Interleukin-6 (GUERNE et al. 
1990) und könnte dadurch ebenfalls den Krankheitsprozess vorantreiben.  
Viele in vitro Modelle arbeiten mit überphysiologischen Konzentrationen von bis zu 100 ng/ml 
IL-1β (KUROKI et al. 2005) oder langen Stimulationszeiten von bis zu 20 Tagen (COOK et al. 
2000). Im gewählten Modell wird bereits bei 10 ng/ml IL-1β über 24 h eine Expression von 
Markern initiiert, welche in ähnlicher Form in den Gelenken von an OA erkrankten Hunde 
auftritt (CLEMENTS et al. 2009). Diese Dosis ist zwar im Vergleich zu anderen Studien niedrig, 




Synovia von caninen ostoarthrotischen Gelenken (FUJITA et al. 2005). Im vorliegenden Modell 
erhöhen die Chondrozyten unter Einfluss von IL-1β die Genexpression und Produktion aller 
ausgewählten Marker und reduzieren die Bildung matrixschützender Enzyme wie TIMP-2. Nur 
die Expression von ADAMTS-5 bleibt trotz Stimulation mit IL-1β unverändert. Diese 
Beobachtung ist in Übereinstimmung mit anderen Studien (CURTIS et al. 2002b) und zeigt 
erneut, dass ADAMTS-5 im Gegensatz zu ADAMTS-4 rein konstitutiv exprimiert wird 
(TORTORELLA et al. 2001). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass im vorgestellten 
2D-Zellkulturmodell die Dosis von 10 ng/ml IL-1β über 24 h ausreichend ist, um typische 
Abläufe der caninen OA zu initiieren.  
Damit wird in dieser Arbeit ein simples und dennoch realistisches Modell für die canine OA 
präsentiert, welches in Zukunft zur näheren Untersuchung der Pathogenese und zur 
Entwicklung neuer Therapieoptionen von großem Nutzen sein kann. Inwiefern sich dieses 
Modell auch auf die Situation in der humanen OA übertragen lässt, bleibt abzuwarten. 
Tatsächlich ähneln sich viele pathologische Abläufe bei Hund und Mensch. Bei beiden sind 
mechanische und inflammatorische Aspekte im Krankheitsverlauf beteiligt, wie auch eine 
Aktivierung des Immunsystem und eine Beteiligung des Komplementsystems (FRYE et al. 
2016; MALEMUD 2015). Zudem ähneln sich die Expressionsmuster von Proteasen und 
Matrixmolekülen im Knorpel vor allem im späten Stadium der Krankheit bei Menschen und 
Hunden (CLEMENTS et al. 2006). Doch konnten auch speziesabhängige Unterschiede 
nachgewiesen werden. So scheinen einige Gene, z.B. TIMP-2, bei Menschen rein konstitutiv 
exprimiert zu sein (KEVORKIAN et al. 2004), wogegen sie beim Hund induzierbar sind 
(CLEMENTS et al. 2009).  
5.3 TGF-β als Gegenspieler von IL-1β 
Diese Studie beleuchtet zum ersten Mal die Wirkung von TGF-β auf typische 
Entzündungsmarker in einem in vitro Modell der caninen OA. Zur Untersuchung 
dosisabhängiger Effekte kamen Konzentrationen von 1 und 10 ng/ml über 24 h zum Einsatz. 
Dabei handelt es sich, wie kürzlich bewiesen wurde, um physiologische bis 
supraphysiologische Konzentrationen. Die Konzentrationen von TGF-β in der Synovia beim 
Hund liegen im Bereich von 1 ng/ml und verdoppeln sich im Zuge einer OA (NEUMANN und 
LAUENSTEIN-BOSSE 2018).  
In unserem Modell reduziert TGF-β dosisabhängig die IL-induzierte Genexpression von 
MMP-3, COX-2 und iNOS, die damit korrelierende Produktion von PGE und NO sowie das 
MMP-3/TIMP-2 Verhältnis. Diese Beobachtung lässt sich durch die direkte Interaktion von 
TGF-β und IL-1β erklären. So bewirkt TGF-β im Zusammenspiel mit IL-1β nicht nur einen 




Genen (BAUGÉ et al. 2014), sondern auch einen Rückgang der IL-Rezeptoren und 
antagonisiert damit zusätzlich die Signalübertragung von IL-1β selbst (RÉDINI et al. 1993; 
HARVEY et al. 1991).  
Unter TGF-β allein besteht eine ähnliche Tendenz, jedoch fallen die Effekte im Vergleich zu 
den Effekten bei einer simultanen Inkubation mit IL-1β schwächer bis nicht signifikant aus. So 
sinkt ebenfalls die Expression von iNOS sowie das MMP-3/TIMP-2 Verhältnis dosisabhängig, 
wogegen die Produktion von NO und PGE unbeeinflusst niedrig bleibt. Nur die Expression der 
COX-2 steigt dosisabhängig signifikant an. Da in dieser Studie jedoch die Entwicklung der 
COX-2 Expression und die PGE Produktion oft nicht übereinstimmt, ist davon auszugehen, 
dass die PGE Produktion in diesem Modell über andere Mechanismen beeinflusst wird und 
eine Expressionsänderung der COX-2 keine nennenswerte Auswirkung hat. 
Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchungen, dass TGF-β beim Hund weitreichende 
vorteilhafte Effekte auf osteoarthrotische Marker hat und bei einem gemeinsamen Auftreten 
mit IL-1β als dessen Gegenspieler agiert.  
Nicht alle Studien mit TGF-β kommen zu so einem eindeutigen Ergebnis. So kam es in 
früheren Studien an Chondrozyten von Menschen und Kaninchen oft zu inkonsistenten 
Ergebnissen, welche eine schädliche Wirkung von TGF-β im Krankheitsverlauf nicht 
ausschließen (FAWTHROP et al. 1997; MEJIERS et al. 1994; PUJOL et al. 1991). Neuere 
Forschungsergebnisse legen nahe, dass TGF-β nur in einem kurzen Zeitraum und engen 
Dosisbereich vorteilhafte Effekte hat (ZHAI et al. 2015). Kurze Inkubationszeiten vermitteln 
über die Activin-like Rezeptorkinase-5 eine Phosphorylierung der R-Smad-2 und -3 und damit 
die Expression chondroprotektiver Gene. Längere Inkubationszeiten hingegen bewirken eine 
Reduktion der Activin-like Rezeptorkinase-5 bei gleichzeitiger Induktion von dem 
inhibitorischen SMAD-7. Ohne Activin-like Rezeptorkinase-5 weicht die Signaltransduktion zur 
Activin-Rezeptorkinase-1 aus, welche über die R-SMAD-1, -5 und -8 zu einer Betonung der 
destruktiven Wirkungen von TGF-β führen (BAUGÉ et al. 2014). Bisher ist nicht genau 
bekannt, in welchem Dosisbereich und unter welchen Kultivierungsbedingungen TGF-β 
vorteilhaft ist. So scheint sich unter anderem die Kulturform (2D vers. 3D) (DEMOOR-
FOSSARD et al. 1999) und der Einsatz von Serum (FAWTHROP et al. 1997) auf die 
Untersuchungsergebnisse auszuwirken. Da TGF-β in dieser Studie nur über einen kurzen 
Zeitraum von 24 h eingesetzt wurde, sind die positiven Effekte wahrscheinlich der kurzen 
Inkubationsperiode zuzuschreiben. An Hand unserer Ergebnisse können wir schlussfolgern, 
dass in caninen 2D-Modellen eine Dosis von 10 ng/ml über 24 h keinen schädlichen Einfluss 
auf den Knorpelmetabolismus hat. Diese Beobachtung ist von großer Bedeutung, da TGF-β in 
anderen caninen Kulturen als chondrogenes Differenzierungsmedium zum Einsatz kommt 




Beim Menschen ist ein fortgeschrittenes Alter einer der wichtigsten Risikofaktoren für OA. Da 
das Knorpelgewebe älterer Menschen mechanischen Stress schlechter kompensieren kann, 
kommt es im Falle einer Fehlbelastung oder Schädigung zu rapideren Krankheitsverläufen als 
bei jungen Menschen. Neben einer Veränderung der biomechanischen Eigenschaften der 
ECM liegt die Ursache wahrscheinlich in einer verminderten Ansprechbarkeit der 
Chondrozyten auf Wachstumsfaktoren wie Insulin-like Growth Faktor-1 oder TGF-β 
(ANDERSON und LOESER 2010). So exprimieren Menschen im Alter geringere Mengen des 
TGF-β Rezeptors. Zusätzlich verliert TGF-β seine protektiven Wirkungen durch die 
Verschiebung der Signalwegen von R-Smad-2/-3 zu R-Smad-1/-5/-8 (VAN DER KRAAN 2014; 
BLANEY DAVIDSON et al. 2005). Obwohl die verwendeten Chondrozyten vor allem von 
älteren Hunden gewonnen wurden, ist in unserem Modell keine verminderte Ansprechbarkeit 
auf TGF-β festzustellen. Daher lässt sich vorsichtig die Hypothese aufstellen, dass in Hunden 
die altersabhängigen Veränderungen der Signaltransduktion ausbleiben und TGF-β auch in 
älteren Tieren effektiv ist. Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen, dass TGF-β beim 
Hund weitreichende vorteilhafte Effekte auf osteoarthrotische Marker hat. Auf Basis dieser 
Ergebnisse sollte man TGF-β eine größere Bedeutung als Angriffspunkt für Therapeutika 
gegen OA auch beim älteren Hund zuschreiben.  
5.4 Fettsäuremetabolismus der Chondrozyten 
Als avaskuläres Gewebe mit einer engmaschigen, anionischen ECM unterliegt Knorpel einer 
stark limitierten Versorgung mit Nährstoffen. Die Ernährung der Zellen erfolgt hauptsächlich 
über die Diffusion aus der Synovia (WANG et al. 2013b) und zu geringem Anteil über den 
anliegenden subchondralen Knochen (PAN et al. 2009). In der Synovia werden Fettsäuren auf 
Grund ihres hydrophilen Charakters an große Proteine wie Albumin gebunden oder als 
Triglyceride mittels Lipoproteinen transportiert. Vor dem Eindringen in die ECM löst sich die 
Fettsäure von ihrem Transportprotein und diffundiert durch das engporige Netzwerk der ECM 
(ARKILL und WINLOVE 2006). Um die natürlichen Gegebenheiten zu imitieren, kam in dieser 
Studie fetales Kälberserum (FCS) zum Einsatz. Das darin enthaltene Albumin und die darin 
enthaltenen Lipoproteine ermöglichen den Fettsäuren, zu den Chondrozyten in der Zellkultur 
zu diffundieren. Demensprechend stellt das Zellkulturmedium mit 5 % FCS die Synovia dar 
und die Monolayer-Zellkultur die Knorpelschicht der Gelenke.  
Wegen des limitierten Zugriffs auf Lipide hat Knorpelgewebe eine einzigartige 
Fettsäurezusammensetzung. Wie Fettsäureanalysen vom Knorpel verschiedener Spezies 
zeigen, haben die n-9 Fettsäuren Ölsäure und Meadsäure, die n-6 Fettsäuren Linolsäure (LA) 
und Arachidonsäure (AA), sowie die gesättigten Fettsäuren Palmitinsäure und Stearinsäure 




Palmitin-, Öl- und Linolsäure machen beim Menschen 85 % der Gesamtfettsäuren aus 
(LIPPIELLO et al. 1991). Diese Beobachtung konnten wir in dem vorgestellten Modell nur 
teilweise bestätigen. So entspricht das Fettsäuremuster der caninen Knorpelzellen ohne 
Supplementierung zwar weitestgehend dem Fettsäuremuster des Knorpels anderer Spezies, 
jedoch weisen die Zellen einen relativ geringen Gehalt an ALA (0,5 %) und AA (2 %) und einem 
im Vergleich hohen Gehalt an EPA (0,3 %) und DHA (1,2 %) auf. Das Verhältnis von n-6 zu 
n-3 beträgt 1,4:1 und ist damit schon vor einer Supplementierung mit EPA oder DHA recht 
vorteilhaft. Zudem machen Palmitin-, Öl- und Linolsäure nur 45 % der Gesamtfettsäuren aus. 
Für diese Diskrepanz gibt es zwei mögliche Erklärungen. Zum einen ist bekannt, dass Knorpel 
nicht nur intrazelluläre Lipide enthält, sondern die Zellen der oberflächlichen Schichten von 
einem Mantel aus extrazellulären Lipiden umgeben werden (MANSFIELD und WINLOVE 
2017). Da die Chondrozytenkulturen als Monolayer nur geringe Anteile an ECM enthalten, 
wäre es möglich, dass im Modell nur geringe Mengen an extrazellulären Lipiden vorkommen 
und damit die Zusammensetzung der Lipide anders ausfällt, als bei der Analyse ganzer 
Gewebsstücken. Zum anderen wurde im Gegensatz zu anderen Studien (WANN et al. 2010; 
HURST et al. 2009; ZAINAL et al. 2009; CURTIS et al. 2002a; CURTIS et al. 2002b) FCS 
anstelle von bovinem Serumalbumin eingesetzt, da bovines Serumalbumin zu einer erhöhten 
Zytokinfreisetzung führen kann (WANN et al. 2010; ZHAO et al. 2009) und somit eventuell die 
Ergebnisse dieser Studie beeinflusst hätte. Ein Nachteil bei der Nutzung von FCS besteht in 
den darin vorhandenen Fettsäuren, welche den Fettsäuremetabolismus der Chondrozyten 
ebenfalls beeinflussen. Tatsächlich enthält das genutzte FCS relativ hohe Mengen an EPA 
und DHA und es kommt bei dem Wechsel von 10 % zu 5 % FCS im Kulturmedium zu 
Veränderung des Fettsäuremusters. Daher ist davon auszugehen, dass das verwendete FCS 
einen Einfluss auf die Ausgangszusammensetzung der Fettsäuren im Modell hatte. Dies 
entspricht jedoch zumindest in der Theorie den natürlichen Gegebenheiten, da sich auch bei 
einer Gabe von Fischöl zusätzlich zum handelsüblichen Futter die Hintergrunddiät auf das 
Fettsäuremuster im Gelenk auswirkt (MANTZIORIS et al. 1994).  
Die Dosis von 10 µM DHA, EPA oder AA über 8 Tage liegt wahrscheinlich nicht über den 
Konzentrationen, die im Gelenk unter natürlichen Bedingungen erreicht werden können. 
Gesunde Hunde mit einer Ernährung ohne zusätzliche Fischölgaben weisen im Blut 
Konzentrationen von 50 µM EPA bzw. DHA auf (HALL und JEWELL 2012). Da es sich bei der 
Synovia um ein Ultrafiltrat des Plasmas handelt, ist davon auszugehen, dass die 
Fettsäurekonzentration im Blut einen wesentlichen Einfluss auf die Fettsäurekonzentration in 
der Synovia hat. Tatsächlich konnte durch eine Supplementierung von langkettigen n-3 PUFAs 
bei Pferden ein Anstieg der EPA und DHA Konzentration in der Synovia hervorgerufen werden 




der Synovia weitestgehend dem Fettsäuremuster des Blutes entspricht (MOGHADDAMI et al. 
2015). Leider existieren derzeit keine Publikationen, welche die erreichbare Endkonzentration 
von EPA und DHA in der Synovia untersuchen. Im Blut hingegen wurde die Steigerung der 
Fettsäurekonzentration, welche durch eine n-3 PUFA-supplementierte Diät erreichbar ist, 
bereits erforscht. So kam es nach einer 90-tägigen Fütterung mit einem Futter, welches 1-3 % 
EPA und DHA in der Trockenmasse enthält, im Blut von osteoarthrotischen Hunden zu einer 
20-fachen Steigerung von EPA und 6-fachen Steigerung von DHA (FRITSCH et al. 2010a). 
Andere Autoren beschreiben bei einer Fütterung von 0,2 ml Fischöl/kg Körpergewicht/Tag 
über 112 Tage eine 6-fache Steigerung von EPA und eine 2-fache Steigerung von DHA im 
Blut (BARROUIN-MELO et al. 2016). Im Zuge der OA kommt es zusätzlich zu einem erhöhten 
Lipidgehalt in der Synovia (KOSINSKA et al. 2016; DAMYANOVICH et al. 1999). Dies ist 
wahrscheinlich bedingt durch die bessere Nährstoffversorgung wegen der Gefäßeinsprossung 
ausgehend vom subchondralen Knochen sowie der Auflockerung des dichten Netzwerkes der 
ECM durch Matrixproteasen (PAN et al. 2012; LOTKE und GRANDA 1972). 
Zusammenfassend lässt sich schlussfolgern, dass relativ zu den Blutspiegeln gesunder Hunde 
ohne Fettsäuresupplementierung eine 5-fach geringere Konzentration an EPA und DHA zur 
Anwendung kam. Im Zuge einer OA und bei einer Fütterung fischölreicher Diäten sind 
wahrscheinlich sogar höhere Spiegel im Blut und damit im Gelenk zu erwarten. Daher könnte 
die Fettsäurekonzentration im Modell sogar unterhalb der Fettsäurekonzentration liegen, die 
unter natürlichen Bedingungen im Gelenk erreichbar ist. Im Gegensatz zu der Mehrzahl 
anderer Studien mit bis zu 30-fach höheren Fettsäuredosen (ZAINAL et al. 2009; CURTIS et 
al. 2002a; CURTIS et al. 2002b) wird damit der Einfluss einer relativ geringen Fettsäuredosis 
über einen längeren Zeitraum geprüft. Dies ermöglicht eine bessere Vergleichbarkeit zur 
Situation im caninen Gelenk, da der Gehalt an Fischöl in Ergänzungsfuttermitteln und 
Spezialdiäten für Hunde nachweislich gering ist (BAUER 2007). Diese Studie liefert somit 
einen Beitrag zur Frage, ob eine Langzeitsupplementierung einer niedrigen Dosis zu ähnlichen 
Effekten führt wie die kurze Gabe hoher Dosen an EPA und DHA.  
Die n-3 PUFA ALA beeinflusst das n-6 zu n-3 Verhältnis ebenfalls positiv und ist im Vergleich 
zu Fischöl deutlich kostengünstiger (LOPEZ 2012). Eine Überlegung war es daher, die n-3 
PUFA ALA in die Studie einzubeziehen. Theoretisch sind Hunde in der Lage, ALA in EPA zu 
konvertieren, in Realität erfolgt die Umwandlung jedoch nur in einer sehr geringen Rate 
(BAUER 2007; HARRIS et al. 2007). Hinzu kommt, dass deutlich höhere Mengen an ALA nötig 
sind, um ähnliche Effekte wie mit DHA und EPA zu erzielen (ZAINAL et al. 2009; 
BAUER 2007). Da dosisabhängige Nebenwirkungen von n-3 Fettsäuren wie Durchfall oder 
Erbrechen auftreten können (LENOX und BAUER 2013), wäre demnach eine 




gastrointestinale Nebenwirkungen verbunden. Auch aus anderen Studien ergeht die 
Empfehlung, die Diäten direkt mit EPA und DHA zu supplementieren und nicht auf eine 
Umwandlung aus ALA zu vertrauen (MEHLER et al. 2016; BAUER 2008). In dieser Studie 
entscheiden wir uns daher für die direkte Zugabe von EPA und DHA und nicht ALA.  
Um den Fettsäureeinbau in die Chondrozyten zu dokumentieren, wurde in Vorversuchen 
nach 4, 6 und 8 Tagen sowie nach Zugabe von 0, 10, 20 und 50 µM AA, EPA und DHA das 
Fettsäuremuster der Zellen gaschromatographisch analysiert. In Übereinstimmung mit 
anderen in vitro Studien (ZAINAL et al. 2009; CURTIS et al. 2002a) kam es zu einer 
konzentrationsabhängigen Aufnahme aller untersuchten Fettsäuren. Im zeitlichen Verlauf 
war eine deutliche Zunahme von EPA, DHA und AA zwischen dem ersten und dem vierten 
Tag festzustellen, die gegen Ende der Untersuchungsperiode zunehmend abflacht. Der 
Gesamtgehalt an Fettsäuren hingegen steigt kontinuierlich an. Diese Beobachtung entspricht 
den Ergebnissen anderer Studien, in denen die Zunahme der Fettsäurekonzentration von 
EPA, DHA und AA bereits 8 Stunden nach Beginn der Supplementierung stagniert (ZAINAL 
et al. 2009; CURTIS et al. 2002a; NAGAO et al. 1991). Da sich diese Studie auf eine 
Langzeitsupplementierung von Fettsäuren konzentriert, wurden zwischen Studienbeginn und 
den ersten vier Tagen keine gaschromatographischen Untersuchungen durchgeführt. Andere 
Studien untersuchen den Fettsäureeinbau dieser PUFAs nur über eine Periode von 48 h 
(ZAINAL et al. 2009; CURTIS et al. 2002a; NAGAO et al. 1991). Es ist nicht auszuschließen, 
dass es in ähnlichen Modellen ebenfalls zu einem zeitabhängigen Abfall von EPA, DHA und 
AA kommt. Eine mögliche Erklärung ist, dass die Chondrozyten die bereits aufgenommenen 
PUFAs metabolisieren. Tatsächlich wurde ein zeitabhängiger Anstieg von 
Docosapentaensäure (DPA) in EPA-supplementierten Kulturen festgestellt. 
Übereinstimmend mit anderen Autoren sind canine Chondrozyten somit in der Lage, EPA 
mittels Elongase in DPA umzuwandeln. Da DPA in der Theorie mit Hilfe der ∆6-Desaturase 
zu DHA konvertiert werden kann, könnte DPA im Körper als zirkulierendes Reservoir für 
DHA genutzt werden (BAUER 2007). Bei Menschen wurde allerdings gezeigt, dass dieser 
Syntheseweg für die Bildung von DHA kaum Bedeutung hat (BRENNA et al. 2009). Da es in 
unserem Modell trotz des hohen Gehalts an DPA (6 %) nur zu einem geringen Anstieg von 
DHA kommt, ist davon auszugehen, dass auch Hunde kaum in der Lage sind, DPA in DHA 
umzuwandeln. Kulturen, welche mit DHA supplementiert wurden, zeigen einen 
zeitabhängigen Anstieg von DPA und EPA. Eine Retrokonversion von DHA zu EPA scheint 





Abbildung 6: Lipidvakuolen in Chondrozyten nach einer Supplementierung des Mediums mit 
200 µM ALA über 8 Tage, dargestellt mittels Öl Rot O Färbung bei 400-facher Vergrößerung 
im Lichtmikroskop  
 
Um eine toxische Wirkung der Fettsäuren abzuschätzen, wurden in Vorversuchen die Kulturen 
mit bis zu 200 µM LA und ALA über 8 Tagen behandelt. Trotz der hohen 
Fettsäurekonzentrationen waren keine Veränderungen in Proliferation oder Vitalität zu 
beobachten. Dies sehen auch andere Autoren, welche bei 500 µM LA, ALA und Ölsäure keine 
toxischen Wirkungen feststellen können (NAGAO et al. 1991). Im Vorversuch zum 
Fettsäureeinbau kam es jedoch in den Kulturen, welche mit 20 und 50 µM DHA behandelt 
wurden, zu einem erhöhten Zellsterben. Bei Brustkrebszellen ist bekannt, dass DHA eine 
Apoptose der Zellen induzieren kann (VANDERSLUIS et al. 2017). Diese Wirkung wurde 
zumindest teilweise mit einer stattgefundenen Lipidperoxidation begründet (GONZALEZ et 
al. 1993). Obwohl erhöhte Mengen an Fischöl in der Nahrung mit der Gefahr eines Auftretens 
von Lipidperoxidationsprodukten einhergehen, führen n-3 PUFAs in vivo zu einer Aktivierung 
des antioxidativen Schutzsystems (BARROUIN-MELO et al. 2016; KEARNS et al. 1999). 
Daher ist es wahrscheinlich, dass die beobachteten schädlichen Effekte bei dem Einsatz von 









5.5 Fettsäuren als Therapieoption bei der caninen OA 
Bei in vitro Studien an bovinen und humanen Chondrozyten bewirkt die Zugabe von n-3 PUFAs 
eine Reduktion von inflammatorischen Markern wie Matrixproteinasen, proinflammatorischen 
Zytokinen und Cyclooxygenasen (HURST et al. 2009; ZAINAL et al. 2009; CURTIS et 
al. 2002a; CURTIS et al. 2002b). Darüber hinaus kam es in bovinen Explantkulturen unter 
Einfluss von EPA und DHA zu einer Reduktion des Abbaus der Glykosaminoglykane (WANN 
et al. 2010). Eine Supplementierung mit n-6 PUFAs hingegen führt, wie erwartet, zu keiner 
Veränderung oder sogar einem Anstieg der inflammatorischen Marker (HURST et al. 2009; 
ZAINAL et al. 2009; CURTIS et al. 2002a; CURTIS et al. 2002b). In caninen Studien kommt 
es jedoch teilweise zu abweichenden Ergebnissen. In einer caninen Studie konnte bei OA kein 
Unterschied zwischen den Effekten von Fischöl und dem Placebo Maiskeimöl auf oxidativen 
Stress festgestellt werden (BARROUIN-MELO et al. 2016). In einer anderen caninen Studie 
führte die Fütterung von Fischöl in Vergleich zu Maiskeimöl zu keiner stärkeren Verbesserung 
der OA Symptome (HIELM-BJÖRKMAN et al. 2012). Auf Basis dieser in vitro Studien lässt 
sich die Hypothese aufstellen, dass Maiskeimöl zu ähnlich positiven Effekten führt wie Fischöl. 
Maiskeimöl enthält vor allem die n-6 PUFA LA, welche von Hunden zur n-6 PUFA AA 
konvertiert werden kann (BAUER 2007). Die vorgestellte Studie unterstützt diese Hypothese 
und bietet darüber hinaus eine Erklärung für den fehlenden Unterschied zwischen Fischöl und 
Maiskeimöl, denn auch in diesem Modell hatte nicht nur die n-3 PUFA EPA sondern auch die 
n-6 PUFA AA vereinzelt positive Effekte auf einige der untersuchten Marker. So wird die 
Expression von iNOS und die damit einhergehende Produktion von NO durch AA stärker 
herabgesetzt als durch EPA oder DHA. Darüber hinaus führt AA als einzige Fettsäure in 
unserer Studie zu einer signifikanten Reduktion der MMP-3 Expression. Da es sich bei MMP-3 
zusätzlich um einen Aktivator von Pro-IL-1β, Pro-TNF sowie verschiedenen Pro-MMPs handelt 
(CUI et al. 2017), ist es wahrscheinlich, dass diese Reduktion eine weitreichende Auswirkung 
auf die gesamte Entzündungskaskade im gewählten Modell hat. Neben diesen positiven 
Effekten sind in dieser Studie allerdings auch erhebliche negative Wirkungen von AA zu 
verzeichnen, unter anderem eine gesteigerte Genexpression von der Aggrecanase 
ADAMTS-5 und eine extrem erhöhte Produktion von PGE. 
DHA entfaltet seine matrixprotektive und entzündungslösende Wirkung hauptsächlich über die 
Bildung von speziellen Lipidmediatoren, wie zum Beispiel die D-Serie der Resolvine und 
Protektine (WEYLANDT et al. 2012). Im vorgestellten Modell hat eine Supplementierung mit 
DHA auf keinen der untersuchten Marker eine signifikante Wirkung. Auch andere Autoren 
kommen zu dem Ergebnis, dass DHA im Vergleich zu EPA eine deutlich geringere Effizienz 
hat (WANN et al. 2010; ZAINAL et al. 2009). Dabei konnte in einer Studie beobachtet werden, 




deutlich nachlässt (WANN et al. 2010). Da in unserer Arbeit die Wirkung von DHA erst nach 
8 Tagen evaluiert wird, ist es möglich, dass DHA zu Beginn der Studienperiode effizienter 
wirkt, die Wirkung jedoch bis zum 8. Tag verloren geht. Eine Erklärung zu diesem Phänomen 
fehlt bisher. Es ist bekannt, dass DHA im Gegensatz zu EPA nicht von der COX-2 umgesetzt 
werden kann und somit nicht mit AA konkurriert. Daher ist davon auszugehen, dass DHA 
keinen direkten Einfluss auf die PGE2 Produktion hat, wogegen EPA zu einem Abfall von 
PGE2 und einem Anstieg von PGE3 führt (SMITH et al. 2011). Da PGE2 eine synergistische 
Wirkung auf andere Marker in der OA hat, unter anderem iNOS und MMPs (LI et al. 2009; 
ATTUR et al. 2008), ist denkbar, dass durch die fehlende Beeinflussung der PGE2 Produktion 
durch DHA auch der Einfluss auf andere Marker ausbleibt. Leider kann in diesem Modell keine 
Aussage zu dieser Hypothese getroffen werden, da auf Grund einer Kreuzreaktion in dem 
verwendeten ELISA nicht zwischen PGE2 und PGE3 unterschieden werden kann. In dieser 
Untersuchung kam es demnach weder bei der Gabe von EPA noch bei der Gabe von DHA zu 
einer Veränderung der PGE Produktion.  
NSAIDs sind die häufigsten verordneten Medikamente in der caninen OA (BOUND et al. 2011). 
Sie verhindern über die Hemmung der COX-2 eine Bildung von PGE2 und wirken somit effektiv 
gegen Schmerz und Entzündung im Gelenk (SMITH et al. 2011). Um die Effizienz der 
Fettsäuren besser abschätzen zu können, kam in der vorgestellten Studie das NSAID 
Ibuprofen zum Einsatz. Die Dosis von Ibuprofen wurde so gewählt, dass es zu einer Reduktion 
der PGE Produktion von 50 % kam. Ibuprofen kommt zwar beim Hund nicht zur Verwendung 
(CLINIPHARM/CLINITOX 2018a), ist aber im Gegensatz zu Carprofen und Meloxicam ein 
nicht-selektiver COX 2 Inhibitor mit einer mittleren Wirksamkeit (MITCHELL und WARNER 
1999) und somit ein guter Vertreter dieser Wirkstoffklasse. Ein wesentlicher Kritikpunkt bei der 
Nutzung von NSAIDs ist neben den weitreichenden Nebenwirkungen (MONTEIRO-
STEAGALL et al. 2013), dass sie dem Abbau der ECM nicht entgegenwirken (COMBLAIN et 
al. 2016). In dem vorgestellten Modell senkte Ibuprofen jedoch nicht nur PGE, sondern auch 
die untersuchten Matrixproteinasen. Die Wirkungen fielen jedoch auf Grund der geringen 
Dosis an Ibuprofen nicht immer signifikant aus. Wie bereits erwähnt, hat PGE2 eine 
synergistische Wirkung auf iNOS und verschiedene MMPs (LI et al. 2009; ATTUR et al. 2008). 
Eine Reduktion der PGE2 durch Ibuprofen in diesem Modell hat somit wahrscheinlich ebenfalls 
eine Reduktion der MMP-3, MMP-13 und iNOS Genexpression zur Folge. Insgesamt lässt sich 
somit schlussfolgern, dass Ibuprofen zwar nur die PGE Produktion direkt beeinflusst, aber 
dadurch indirekt auch eine matrixprotektive Wirkung vermitteln kann. Überraschenderweise 
kommt es in dem vorgestellten Modell durch Ibuprofen zu einem signifikanten Anstieg der 
iNOS Genexpression in IL-stimulierten Kulturen, welche aber nicht zu einem signifikanten 




Genexpression, vermittelt jedoch über postranslationale Mechanismen eine starke Reduktion 
der Enzymaktivität (STRATMAN et al. 1997). Da in unserem Modell das Endprodukt NO nicht 
beeinflusst wurde, ist es möglich, dass die iNOS Enzymaktivität ebenfalls über 
posttranslationale Mechanismen bestimmt wird.  
Insgesamt entfaltet im Modell keine der untersuchten Fettsäuren eine so effektive Wirkung wie 
Ibuprofen. Diese Beobachtung zeigt erneut, dass die Wirkung von Fettsäuren allein 
wahrscheinlich nicht ausreichend ist, um die Symptome von OA vollständig zu lindern 
(HANSEN et al. 2008). Dennoch könnte eine Behandlung mit Fischöl eine Senkung der NSAID 
Dosis ermöglichen und damit vor den schädlichen Nebenwirkungen dieser 
Medikamentengruppe schützen (FRITSCH et al. 2010b).  
Verschiedene Proteinasen sind bei der Degeneration der ECM involviert. Wir untersuchen die 
Wirkung der n-3 PUFAs auf MMP-3, MMP-13 und ADAMTS-5. MMP-3 gilt als Marker für 
entzündliche Vorgänge im Gelenk (HEGEMANN et al. 2002), wogegen MMP-13 als Enzym 
mit der höchsten Umsatzrate für Kollagen II wesentlich zur Matrixdegeneration beiträgt (LI et 
al. 2017). Entgegen unserer Erwartungen hatte weder EPA noch DHA in unserem Modell einen 
Einfluss auf die IL-induzierte Expression von MMP-3 und MMP-13. Untersuchungen zur 
Expression von MMP-3 und MMP-13 in bovinen Chondrozyten konnten eine deutliche 
Konzentrationsabhängigkeit der Effekte aufdecken. So gewannen beobachtete Effekte erst bei 
70 µM EPA, also einer dreifach höheren Konzentration, an Signifikanz (ZAINAL et al. 2009). 
Somit ist zu vermuten, dass die ausbleibenden Effekte in unserem Modell auf die geringe 
Dosierung der Fettsäuren zurückzuführen sind. Wie bei den eigenen Untersuchungen zur 
Fettsäureaufnahme deutlich wurde, kommt es nach längerer Inkubation nicht mehr zu einer 
Steigerung der Akkumulation von EPA in den Zellen. In diesem Falle scheint die lange 
Inkubationszeit die niedrige Dosis nicht zu kompensieren. Im Gegensatz zu den untersuchten 
n-3 PUFAs konnte n-6 AA die MMP-3 Expression halbieren und unterschied sich damit in 
seiner Effizienz nicht von der Positivkontrolle Ibuprofen. 
Die Regulation der MMPs findet auf mehreren Ebenen statt. Sie erfolgt neben einer Kontrolle 
der Genexpression und der gezielten Aktivierung der Pro-MMPs über eine Bindung an ihre 
natürlichen Hemmstoffe, die TIMPs (CUI et al. 2017). Unsere Studie analysiert daher neben 
der Genexpression der MMPs auch die Expression von TIMP-2. In einer caninen in vivo Studie 
konnte in der Synovia von an OA erkrankten Hunden nach der Gabe von Fischöl eine erhöhte 
TIMP-2 Expression nachgewiesen werden (HANSEN et al. 2008). In einer humanen in vitro 
Studie hingegen hatten n-3 und n-6 PUFAs keinen Einfluss auf die TIMP-2 mRNA Menge 
(CURTIS et al. 2002b). Auch in dieser Studie beobachteten wir keine Änderung der TIMP-2 




Synovialozyten große Mengen an TIMP-2 exprimieren (BEE et al. 2000), ist es wahrscheinlich, 
dass der in vivo beobachtete Anstieg von TIMP-2 durch eine Expressionsänderung in den 
Synovialozyten bedingt ist. Es ist daher davon auszugehen, dass die TIMP-2 Genexpression 
in Chondrozyten durch Fettsäuren nicht zu beeinflussen ist.  
ADAMTS-5 und ADAMTS-4 gelten als die wichtigsten Aggrecanasen in OA und spielen beim 
Abbau der ECM eine Schlüsselrolle. Bei Untersuchungen zum Einfluss von IL-1β auf die 
ADAMTS-5 Expression kam es zu inkonsistenten Ergebnissen. Dies führte zu der Hypothese, 
dass die Regulation der ADAMTS-5 Translation und Transkription nach Spezies, Alter und 
Kulturbedingungen variiert (NAGASE und KASHIWAGI 2003). In Versuchen zu der Wirkung 
von n-3 PUFAs konnte beobachtet werden, dass nur in Kulturen, deren ADAMTS-5 Expression 
durch IL induzierbar ist, n-3 PUFAs einen Einfluss auf die ADAMTS-5 Expression haben 
(ZAINAL et al. 2009). In der eigenen Studie hatten weder IL-1β noch Ibuprofen einen Effekt 
auf ADAMTS-5 und dementsprechend konnte auch unter n-3 PUFAs keine Veränderung der 
ADAMTS-5 Expression dokumentiert werden. Es ist denkbar, dass die erhöhte ADAMTS-5 
Expression in der caninen OA unabhängig von IL-1β entsteht. Sollte dies der Fall sein, ist das 
vorgestellte Modell nicht geeignet, um die Wirkung von n-3 PUFAs auf die ADAMTS-5 zu 
untersuchen. 
In der vorgelegten Studie wird zum ersten Mal die iNOS Expression und NO Produktion unter 
dem Einfluss von PUFAs in einem caninen in vitro Modell für OA untersucht. In geringen 
Mengen hat NO eine protektive Rolle, wogegen es bei höheren Dosen mit reaktiven 
Sauerstoffspezies zu Peroxinitrit reagiert (ABRAMSON 2008). Peroxinitrit hat eine destruktive 
Wirkung auf die ECM (CAO et al. 1997; MURRELL et al. 1995; TASKIRAN et al. 1994) und 
führt zur Apoptose der Chondrozyten (YASUHARA et al. 2005; WHITEMAN et al. 2004). In 
porzinen Explantkulturen kam es abhängig vom Sauerstoffdruck (20-1 %) nach einer 
Stimulation mit IL-1β zu einer erhöhten Produktion von Peroxinitrit (CERNANEC et al. 2007). 
Da im vorgestellten Modell die Zellen unter ca. 17 % Sauerstoff und unter Einfluss von IL-1β 
kultiviert wurden, ist eine Bildung von Peroxinitrit wahrscheinlich. Demnach wird eine hohe 
Menge an NO mit einer erhöhten Menge an Peroxinitrit einhergehen. Unter EPA und unter AA 
kam es in dieser Studie zu einer geringeren Bildung von NO, hervorgerufen durch eine 
Reduktion der iNOS Genexpression. Es lässt sich somit die Hypothese aufstellen, dass beide 
Fettsäuren nicht nur NO senken, sondern auch die Menge an schädlichem Peroxinitrit 
reduzieren. Eine humane in vitro Studie kommt zu einem ähnlichen Ergebnis. Dort senkten 
verschiedene Fettsäurekombinationen unter anderem LA und AA sowie LA und EPA 
gleichermaßen die IL-induzierte NO Produktion der Chondrozyten (SHEN et al. 2004). Neben 
einer Reduktion der NO Produktion ist zu berücksichtigen, dass es in caninen 




Diese schützen vor ROS und beugen somit zusätzlich einer Bildung von Peroxinitrit vor 
(BARROUIN-MELO et al. 2016).  
PGE2 ist ein Lipidmediator aus AA, welcher in niedrigen Dosen (bis 70 pg/ml) eine protektive 
Wirkung vermittelt (TCHETINA et al. 2007), in hohen Dosen jedoch maßgeblich zur 
Entzündung und dem Schmerz in osteoarthrotischen Gelenken beiträgt (LEE et al. 2013). Das 
Schlüsselenzym zur Entstehung von PGE2 ist die COX-2, welche die Reaktion von AA zu 
PGH2, dem Vorläufer von PGE2, katalysiert (SMITH et al. 2011). Wie zu erwarten, kommt es 
in AA-supplementierten Kulturen mit und ohne IL-1β zu einem erheblichen Anstieg der PGE 
Produktion. Als Ausgangsstoff von PGE2 steigert AA die Produktion zum einen durch eine 
erhöhte Substratverfügbarkeit, zum anderen durch eine allosterische Induktion der COX-2 
(SMITH et al. 2011). EPA ist ebenfalls ein Substrat der COX-2 und wird zu dem weniger 
potenten Eicosanoid PGE3 umgesetzt. EPA hemmt daher über die Konkurrenz mit AA um das 
reaktive Zentrum der COX-2 die Bildung von PGE2. Außerdem ist bekannt, dass EPA als 
allosterischer Hemmstoff die Aktivität der COX-2 reduziert (SMITH et al. 2011). Leider gibt es 
derzeit keinen ELISA, der verlässlich zwischen PGE2 und PGE3 unterscheiden kann. Daher 
konnten wir in diesem Modell nur die Auswirkung der PUFAs auf die Gesamtmenge an PGE 
untersuchen und diese bleibt auch nach Zugabe von EPA oder DHA unverändert. Es ist 
allerdings nicht ausgeschlossen, dass nach der Supplementierung in unserem Modell das 
weniger potente PGE3 überwiegt. Jedoch ist zu beachten, dass die COX-2 bei einem 
gemeinsamen Auftreten von AA und EPA den Umsatz von AA gegenüber EPA vorzieht 
(SMITH et al. 2011). Daher bleibt das Verhältnis von PGE3 zu PGE2 auch nach einer 
Supplementierung mit EPA im Serum von Hunden gering (1:500) (KEARNS et al. 1999). Auch 
im vorgestellten Modell fiel der Gehalt an AA in den Zellen nie unter 2 %, wahrscheinlich 
bedingt durch die Zugabe der Fettsäuren über das FCS.  
Keine der Fettsäuren hat in unserem Modell einen Einfluss auf die COX-2 Expression. Dies 
steht im Gegensatz zu anderen Studien, in denen bei ähnlichen oder sogar niedrigeren EPA 
Dosen eine Reduktion der COX-2 Expression beobachtet wurde (WANN et al. 2010; 
HURST et al. 2009; ZAINAL et al. 2009; CURTIS et al. 2002b; CURTIS et al. 2000). Auffällig 
ist dabei, dass sich die COX-2 Expression in Explantkulturen gut durch EPA beeinflussen lässt 
(WANN et al. 2010; HURST et al. 2009). Ob die Kultivierungsmethode einen Einfluss auf die 
COX-2 Expression hat, verlangt weitere Untersuchungen. Da es in unserer Studie zu 
abweichenden Ergebnissen zwischen COX-2 und PGE kam, ist davon auszugehen, dass die 
PGE Produktion nicht immer über die Genexpression reguliert wird. Daher ergeht die 





Ein neuer Erklärungsansatz zur Wirkung der n-3 PUFAs liegt in der Lipidersatztherapie. Lipide 
sind in Form von Glycerophospholipiden und Sphingolipiden Teil der Membran und der 
Sättigungsgrad ihrer Fettsäuren bestimmt maßgeblich die Fluidität und Dichte einzelner 
Membrandomänen. Im Falle einer chronisch-degenerativen Krankheit wie OA kommt es zur 
Oxidation der Fettsäuren in der Membran und dadurch zu veränderten Membraneigenschaften 
und einem gestörten Zellmetabolismus. Über die Nahrung zugeführte n-3 PUFAs gelten als 
Bausteine, um die geschädigten Anteile der Zellmembran zu reparieren und schützen so vor 
Stoffwechselentgleisung und Zelltod (NICOLSON und ASH 2014). Ein weiterer Ansatz ist die 
Produktion von antiinflammatorischen Lipidmediatoren wie Resolvinen, Protektinen oder 
Endocannabinoiden (CALDER 2015; WEYLANDT et al. 2012). Auch in unserem Modell sind 






Eine Stimulation der Chondrozyten mit IL-1β führt im vorgestellten Modell zu einem ähnlichen 
Muster an degenerierenden und entzündlichen Markern wie unter natürlichen Bedingungen in 
der caninen und humanen OA. Es konnte gezeigt werden, dass 10 µM IL-1β über 24 h 
ausreichend sind, um OA zu imitieren. Im Gegensatz dazu hat eine Stimulation mit TGF-β 
dosisabhängig einen antiinflammatorischen und matrixprotektiven Effekt. Die Zellen in 
unserem Modell verhalten sich wie Chondrozyten in vivo und zeigen nur wenige Anzeichen für 
eine fortgeschrittene Entdifferentzierung.  
Die supplementierten Fettsäuren werden von den Chondrozyten konzentrationsabhängig 
aufgenommen und metabolisiert. Trotz der langen Supplementierungsperiode kommt es nicht 
zu einer Akkumulation der n-3 PUFAs.  
EPA hatte auf einzelne inflammatorische Marker einen vorteilhaften Effekt, wogegen eine 
Supplementierung mit DHA keine signifikanten Effekte hervorrief. Erstaunlicherweise führt 
eine Supplementierung mit AA ebenfalls zu einer Verbesserung einzelner Marker, andere 
Entzündungsmarker wie PGE hingegen wurden von AA erheblich induziert.  
Insgesamt deckt diese Studie die möglichen Mechanismen hinter der oftmals vermuteten 
positiven Wirkung von Fischöl bei der caninen OA auf. Sie bestärkt außerdem die Hypothese, 
dass beim Hund vor allem n-3 PUFA EPA, aber auch n-6 PUFAs wie AA eine positive 
Auswirkung auf den Krankheitsverlauf haben könnten. Es konnte gezeigt werden, dass auch 
eine niedrige Dosis der PUFAs über einen längeren Zeitraum eine positive Auswirkung auf 
osteoarthrotische Marker hat. Damit wird erneut deutlich, wie nützlich eine ausreichende und 
ausgewogene Einnahme von PUFAs zur unterstützenden Therapie degenerativer 
Gelenkserkrankungen ist. Herauszustellen ist dabei, dass von allen untersuchten Fettsäuren 
EPA die größte Effektivität aufzuweisen scheint und somit der Einnahme von EPA die größte 
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Einleitung: Osteoarthrose (OA) ist eine der häufigsten muskuloskelettalen Erkrankungen 
beim Hund und wird definiert durch einen fortschreitenden Verlust der Knorpelschicht auf den 
Gelenksflächen. Therapeutika erster Wahl, wie nichtsteroidale Antiphlogistika, wirken rein 
palliativ und haben insbesondere bei der Langzeitgabe schädliche Nebenwirkungen. Bei der 
Suche nach Alternativen rückten Ergänzungsfuttermittel in den Focus der Forschung. Dabei 
zeigten mehreren Studien, dass eine Fütterung von Fischöl die klinischen Symptome von OA 
bei Hunden verbessert. Der dahinterliegende Wirkmechanismus ist jedoch beim Hund nicht 
erforscht.  
Ziele der Untersuchungen: Ziel dieser Studie war demnach, den genauen Wirkmechanismus 
von mehrfach ungesättigten Fettsäuren (PUFA) auf ausgewählte Schlüsselfaktoren der 
Knorpeldegeneration in einem Modellsystem der caninen OA zu untersuchen.  
Material und Methoden: Wir etablierten ein Protokoll zur Isolierung von caninen 
Chondrozyten, kultivierten die Zellen erfolgreich bis zur Konfluenz und kryokonservierten sie 
für die weiteren Versuche. Um die Ansprechbarkeit der Zellen auf verschiedene Zytokine zu 
untersuchen, wurden die Zellen über 24 h mit 10 ng/ml Interleukin-1β (IL-1β) und mit 1 bis 
10 ng/ml Transforming Growth Faktor-β (TGF-β) stimuliert und die Genexpression von 
Matrixproteinasen, induzierbarer Stickstoffmonoxid Synthase (iNOS) und Cyclooxygenase-2 
(COX-2) sowie die Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) und Prostaglandin E (PGE) 
gemessen (4 Spender, N=3). Auf Basis des etablierten Models wurden in einer zweiten 
Versuchsreihe die Zellen über 6 Tage mit n-3 Eicosapentaensäure (EPA), n-3 
Docosahexaensäure (DHA) oder n-6 Arachidonsäure (AA) kultiviert und anschließend über 




Matrixproteinasen, iNOS und COX-2 sowie die Produktion von PGE und NO unter Einfluss der 
Fettsäuren wurde analysiert (6 Spender, N=4). Darüber hinaus wurde die Fettsäureaufnahme 
und der Fettsäuremetabolismus via Gaschromatographie überprüft.  
Um die Wirkungen der Fettsäuren und Stimulantien zu verifizieren, wurden die Daten einer 
zweifachen Varianzanalyse (AV) unterzogen. Bei signifikanten Einflüssen der Faktoren folgte 
ein Post-hoc-Test (Dunnett’s Test für die PUFA bzw. ein Bonferroni Test für die Stimulanzien). 
Die Signifikanzniveaus für AV- und die Post-hoc Tests wurden auf α = 0,01 eingestellt.  
Ergebnisse: Unter der Stimulation mit IL-1β kam es zu einem signifikanten Anstieg von 
degenerativen und entzündlichen Markern. Das Muster der Marker entsprach dabei dem 
Muster, welches unter natürlichen Bedingungen in erkrankten Gelenken vorzufinden ist. Somit 
haben wir ein simples und dennoch repräsentatives Modell für die canine OA etabliert. Im 
Gegensatz zu IL-1β reduzierte TGF-β konzentrationsabhängig signifikant den von IL-1β 
induzierten Anstieg der inflammatorischen Marker und stellt sich somit als Gegenspieler zu 
diesem proinflammatorischen Zytokin dar. Die gegensätzliche Antwort der Zellen auf beide 
Zytokine bewies, dass die Chondrozyten in unserem Modell Charakteristika von differenzierten 
Zellen aufweisen.  
Alle Fettsäuren wurden konzentrationsabhängig in die Zellen aufgenommen und metabolisiert. 
EPA reduzierte die IL-induzierte Expression von iNOS und die damit im Zusammenhang 
stehende Produktion von NO signifikant. AA reduzierte ebenfalls iNOS und NO und außerdem 
die Expression von Matrixmetalloproteinase-3 signifikant. Auf der anderen Seite steigerte AA 
signifikant die Produktion von PGE und die Expression von Aggrecanase ADAMTS-5. DHA 
hatte auf keinen der untersuchten Marker einen Effekt.  
Schlussfolgerungen: Zusammenfassend bestätigen die Ergebnisse dieser Studie die in 
Fütterungsversuchen dokumentierte positive Wirkung von n-3 PUFAs bei der caninen OA und 
bieten zudem eine Erklärung für die dahinterliegenden Mechanismen. Hervorzuheben ist, dass 
in dieser Studie nicht nur EPA, sondern auch AA eine positive Wirkung auf einzelne Marker 
erzielen. EPA scheint von allen untersuchten Fettsäuren die höchste Effektivität zu haben. 
Eine geringe Dosis an Fettsäuren über einen längeren Zeitraum führte nicht zu einer 
Akkumulation der Fettsäuren und hatte daher auf einige untersuchte Marker nur eine geringe 
Wirkung. Insgesamt lässt sich schlussfolgern, dass eine ausreichende Menge und 
ausgewogenes Verhältnis von n-3 und n-6 PUFA als unterstützende Therapie bei chronischen 
Gelenkserkrankungen beim Hund von großer Wichtigkeit ist. Besonders ein hoher Gehalt an 
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Introduction: Osteoarthrosis (OA) is one of the most common musculoskeletal diseases in 
dogs and is defined by the progressive loss of the protective joint cartilage layer. First-choice 
treatments, like nonsteroidal anti-inflammatory drugs, act palliative only and are known to have 
harmful side effects especially in long-term usage. The urge to find alternative treatments 
moved nutraceuticals into the focus of research. In multiple trials, feeding fish oil improved the 
clinical symptoms of osteoarthritis in dogs. However, the underlying molecular mechanisms 
have not been investigated in dogs.  
Aim of the Study: The aim of this study was therefore to further clarify how polyunsaturated 
fatty acids affect key factors of cartilage degeneration in a cell culture model for canine OA.  
Materials and methods: We established a protocol for the isolation of canine chondrocytes, 
cultivated them successfully until confluency and cryoconservated them for further 
experiments. To examine the response of the cells to different cytokines, cells were stimulated 
for 24 h with 10 ng/ml Interleukin-1β (IL-1β) or 1 to 10 ng/ml Transforming Growth Factor-β 
(TGF-β). The gene expression of matrix proteinases, inducible nitric oxide synthase (iNOS) 
and cyclooxygenase-2 (COX-2), the production of nitric oxide (NO) and prostaglandin E (PGE) 
were measured (4 donors, N=3). Using the established model, cells in the second trial were 
incubated with eicosapentaenoic acid (EPA), docosahexaenoic acid (DHA) and arachidonic 
acid (AA) for 6 days and subsequently stimulated with IL-1β for another 48 h. The change in 
IL-induced gene expression of matrix proteinases, iNOS and COX-2 as well as the production 






To verify the effects of the fatty acids and the stimulants, data were analysed with a 
two-factorial analysis of variance (ANOVA). When there was a significant effect of the factors, 
a post-hoc test was performed (Dunnett’s test for PUFA, Bonferroni test for stimulants). 
Significance level for ANOVA- and the post hoc test was set at α = 0,01. 
Results: Stimulation with IL-1β led to a significant increase of degenerative and inflammatory 
markers. This pattern of responsiveness was comparable to the events in naturally occurring 
OA. We therefore have established a simple yet representative model for canine OA. In 
contrast to IL-1β, TGF-β significantly decreased the IL-induced inflammatory markers in a 
dose-dependent manner and therefore could counteract IL-1β. The response of the cells to 
the cytokines indicates, that in our model, the chondrocytes have characteristics of 
differentiated cells.  
All fatty acids were incorporated in a dose-dependent manner and metabolized. EPA 
decreased the IL-induced gene expression of iNOS and reduced the concomitant production 
of NO significantly. AA also decreased iNOS and NO significantly and downregulated the gene 
expression of matrix metalloproteinase-3 significantly. On the other hand, AA significantly 
increased the production of PGE and the gene expression of the aggrecanase ADAMTS-5. 
DHA had no effect on any of the markers.  
Conclusions: Taking together, the results of this study add further weight to the beneficial 
effect of n-3 PUFAs in canine OA and furthermore provide an explanation for the underlying 
mechanism. It is of importance, that not only the n-3 fatty acid EPA but also the n-6 fatty acid 
AA could provide beneficial effects on several markers. EPA seems to be the most effective of 
all fatty acids included in this study. A low concentration of fatty acids over a long period of 
time did not lead to an accumulation of fatty acids and therefore had a rather small impact on 
some of the investigated markers. Therefore, an optimal ratio between n-3 and n-6 and the 
adequate amount of fatty acids seems to be of high importance when treating chronic 
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